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Abstract
This thesis aims at investigating differences in bioavailability of copper from nanoparticles 
depending on coating and aging of the nanoparticles and differences in bioavailability of copper 
depending on form (ionic or as nanoparticles).
Copper nanoparticles were synthesized with two different coatings (dehydroascorbic acid and PVP 
10.000) and aged for 1 year. Then the synthesis was repeated, yielding nanoparticles of the same 
type, but of different ages. Nanoparticles were characterized to provide information about 
composition, size and stability. The nanoparticles were then mixed into sediment to achieve a 
concentration of ~365µg Cu/g dry weight of sediment. Capitella telata from culture were kept in 
sediment spiked with each of the four categories of nanoparticles or ionic cupper (CuCl). 
Comparisons were made of the cupper koncentration in the tissue of the worms (whole worms were 
used). Survival, growth and presence of sulfide were assessed in all treatments.
Capitella telata tissue concentration  in worms exposed to sediment spiked with copper 
nanoparticles was significantly (ANOVA p≤0,05) different than in worms exposed to sediment 
spiked with CuCl after day 7. Comparisons between cupper nanoparticles of different coatings 
could not be made, as conditions of 'ceteres paribus' (all else equal) could not be met between 
groups. A significant difference (ANOVA p≤0,05) between copper koncentration in worms exposed 
to sediment spiked with copper nanoparticles (with dehydroascorbic acid coating) of different ages 
was observed on day 20. 
It is concluded that copper concentration in Capitella capitata tissue (whole body) is affected by the
form the copper (nano or ionic) and by the ageing of  copper nanoparticles with dehydroascorbic 
acid coating, under the conditions of the experimental setup.
Resumé
Formålet med dette speciale er at undersøge forskelle i biotilgængelighed af kobber fra 
nanopartikler med forskellig coating og alder - og mellem kobber nanopartikler og kobber som 
kobberioner.
Kobber nanopartikler med to forskellige slags coating (dehydroascorbinsyre og PVP 10.000) blev 
syntetiseret ad to omgange med omtrent et år imellem. Der var dermed fire forskellige typer af 
kobber nanopartikler. Karakterisering af partiklerne blev foretaget for at få information om 
størrelse, stabilitet i suspension og komposition (redox tilstand af kobberet). Sediment blev spiket 
med henholdsvis de fire typer nanopartikler og CuCl, til samme kobberkoncentration var opnået 
(~365µg Cu/g tørvægt). Capitella telata fra kultur blev eksponeret for de forskellige sedimenter og 
vævskoncentrationen i hele orm blev målt over tid.  Vækst, mortalitet og tilstedeværelse af sulfid i 
sedimentet blev målt under forsøget.
Der var statistisk signifikant forskel (ANOVA p≤0,05) mellem vævskoncentrationen af orm, der 
havde levet i sediment med kobber nanopartikler med dehydroascorbinsyre coating (uanset 
partiklernes alder) og orm der havde levet i sediment spiket med CuCl efter dag 7. Der var 
signifikant forskel (ANOVA p≤0,05) i vævskoncentrationen mellem orm, der havde levet i sediment
med kobber nanopartikler med dehydroascorbinsyre coating af forskellig alder (>1år og ~2måneder 
respektivt) på dag 20.
Sammenligninger var ikke mulige med behandlinger med kobber nanopartikler med PVP coating, 
da faktorer af betydning for kobberoptag var forskellige fra de øvrige behandlinger.
Det konkluderes at kobberets form (som nanopartikler eller ioner) og nanopartiklernes alder har 
betydning for biotilgængeligheden af kobber, under de forhold der var under forsøget.
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Forord
Dette speciale handler om nanopartikler og er skrevet på Miljøbiologi på RUC. Derfor trækker  
specialet på flere af de 'klassiske' fagligheder og at der til tider er valgt metoder og stillet spørgsmål,
der måske ikke ville have været formuleret på samme måde indenfor de enkelte fagligheder (eller 
paradigmer (Kuhn 1970)). Dermed er dette i egentlig forstand et miljøbiologisk speciale frem for et 
speciale, der tilhører toksikologi, økotoksikologi, kemi, regulering eller andet.
Specialet handler i høj grad om, hvorledes ”samspillet mellem levende organismer (dvs. dyr, planter
og mikroorganismer) og deres fysiske, kemiske og biologiske omgivelser” (ruc.dk) foregår. 
Derudover beskæftiger det sig med et af fokusområderne for faget, nemlig hvordan den stadig 
højere grad af menneskelig påvirkning foregår- i dette tilfælde fortrinsvis “… indirekte, gennem 
produktion og udledning af fremmedstoffer til miljøet.”(ruc.dk) Specialet beskæftiger sig ligesom 
faget “…endvidere med spørgsmålet -hvordan udnytter vi bedst muligt den natur der omgiver os, så
vi får det største udbytte og samtidig sikrer at vores efterkommere også kan trække på denne 
ressource?”(www.ruc.dk). For at vi bedst kan udnytte det store potentiale i nanopartikler uden at 
kompromittere nulevende og fremtidige generationers behov for et ugiftigt og produktivt miljø, er 
det nødvendigt, at vi på en passende måde kan gribe ind overfor de nanopartikler, der både 
indeholder potentialer og risici for mennesker og miljø. At kunne håndtere risici forudsætter 
forståelse af, hvorledes nanopartikler opfører sig i naturlige medier, som vand eller sediment og 
hvordan de opfører sig med henblik på at blive optaget i biologiske organismer og hvilken effekt de 
har på organismerne.
En fuld forståelse af nanopartikler i miljøet og i biologiske organismer er stadig mange år ude i 
fremtiden (Aschberger et al 2011). Nanotoksikologi har vist sig som meget kompleks og ikke altid i 
overensstemmelse med det teoretiske grundlag, som toksikologien arbejder ud fra (Hansen 2009, 
Reyhe 2012). Samtidigt er der allerede mange nanopartikler i anvendelse i mange forskellige 
produkter (BEUC 2012). Derfor er der behov for at identificere, hvorledes forhold omkring 
nanopartikler adskiller sig fra kendte stoffer af samme kemiske sammensætning og for at 
identificere hvilken effekt forskellige egenskaber ved nanopartiklerne har for biologiske organismer
i miljøet. Det er en forudsætning for en effektiv regulering af nanopartikler.
Regulering handler om at omgås risici og det er nødvendigt at tage vigtige beslutninger på et ikke 
fuldstændigt vidensgrundlag (Luhmann 1993, Beck 1997). Dette vil ikke sige at beslutningerne skal
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tages uden et vidensgrundlag - men at beslutninger skal tages, selvom der stadig er forhold, der ikke
er fuldt afklarede.  I en kontekst af forurening med tungmetaller er det af Rainbow og Luoma (2008,
493) formuleret således: “It is not feasible for policy action to wait for all the scientific knowledge 
to develop; partly because there is, inherently, no end to learning.” At tage beslutninger ud fra den 
bedste forhåndenværende viden er derfor et vilkår for reguleringen. 
Den mekanistiske naturvidenskabelige tilgang, hvor alle dynamikker beskrives med høj 
detaljeringsgrad, vil med tiden kunne danne grundlag for en virkeligt velfunderet regulering af 
nanomaterialer, men er i skrivende stund ikke i stand til at give entydige svar på mange af de 
spørgsmål omkring nanopartikler, som er afgørende for, hvordan risici fra dem bør håndteres (se 
Kahru & Dubourgier 2010, Senjen & Hansen 2011, Aschberger et al 2011).
At kemikaliereguleringen skal baseres på et videnskabeligt grundlag på trods af eventuelle mangler,
drages ikke i tvivl af nogen seriøse parter (Plamodon 2009) og er også eksplicit skrevet ind i de 
Europæiske Unions lovgivning og retningslinier for regulering (se for eksempel EU 2001). 
Derfor må der supplerende til det videnskabelige arbejde, der gøres for at afdække og forstå de 
mekanismer der er i spil, også gøres videnskabeligt arbejde, der sigter på at skabe viden der kan 
bruges i en kontekst af reguleringen (se Rainbow & Luoma 2008 500ff). 
Dette speciale har til formål at give input til en af de debatter der hersker omkring nanopartikler, 
nemlig om hvorvidt og efter hvilke kriterier de bør betragtes som forskellige fra andre former af 
kobber. De kriterier der her ses efter er coating (PVP og dehydroascorbinsyre) og partikernes alder 
(~2 måneder og >1år), og målet er biotilgængelighed.
Specialet beskæftiger sig med, hvorledes en bentisk børsteorms (Capitella telata) optag af kobber 
påvirkes af den form kobberet befinder sig på og om nanopartiklers alder har betydning for 
biotilgængeligheden. Der er udvalgt nanopartikler af kobber med forskellig alder og forskellig 
coating, der sammenlignes med hinanden og med kobber på ionisk form. Nanokobber partiklerne er
fremstillet ad kemisk vej og partikler af denne type bliver udledt til miljøet nu og i fremtiden. 
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Indledning
Hvad er nano...?
Nanoteknologi er et teknologispor, der for alvor er begyndt at tage fart i det nye årtusinde (Binns 
2010). Det er en teknologi, hvis materielle og funktionelle genstand er i en skala, der måles i 
nanometer, hvilket vil sige 10^-9 meter. Den skala der typisk anvendes til at afgrænse 
nanoteknologi er 1-100nm (EU Kommissionen 2011). Nanopartikler defineres som partikler, hvor 
mindst 2 dimensioner befinder sig indenfor denne skala (Hansen 2009, EU Kommissionen 2011). 
Denne definition er ikke naturvidenskabeligt klart begrundet (Shaw & Handy 2011), men er et 
udtryk for et ønske om, at sammenfatte en række innovationer og forskningsgrene i en enhed, 
nemlig nanoteknologien. At nanoteknologi er noget særligt begrundes med, at materialerne udviser 
nogle særlige egenskaber i denne størrelse, der ikke let forklares ud fra almindelig kemi, men at de 
heller ikke opfører sig ligesom større stykker materiale, som for eksempel mikropartikler eller større
(herefter kaldet “bulk”). Der har været og er stadig et behov for at give tendensen til at designe 
funktioner og materialer på stadigt mindre skala et navn. Nanoteknologi er et begreb, der er skabt af
mennesker for at få en forskningstrend til at blive til noget, man kan begrebsliggøre og dermed 
arbejde med i vores samfundsstruktur. Begrebet giver mulighed for at lave forskningsprogrammer, 
budgetter, sætte strategiske mål og lovgive. At definitionen af nanoteknologi er arbitrær og 
problematisk fra bl.a. et økotoksikologisk standpunkt, som Shaw og Handy (2011) fremhæver, vil 
ikke blive gransket nærmere her, da dette speciale kun vil beskæftige sig med nanopartikler af 
kobber og problemerne med definitionen først virkeligt bliver problematiske i sammenhæng med 
generaliseringer og definitioner til lovgivning eller anden regulering. Dog er det vigtigt at have 'in 
mente' når der extrapoleres til andre partikeltyper.
Nano...teknologi
Den meget lille skala gør både observering og manipulation af materiale meget kompliceret og 
derfor er det først i det tyvende og enogtyvende århundrede, at videnskabelige gennembrud er 
begyndt at give mulighed for at kunne arbejde med nanoteknologi. Nanopartikler har godt nok 
været brugt ubevidst i årtusinder. I glasuren på bestemte lerkrukker fra oldtidens kulturer i 
middelhavet findes for eksempel nanopartikler, der giver glasuren et specielt udseende (Binns 
2010). Og i røg til konservering af fødevarer er nanopartikler en vigtig aktiv ingrediens. Dog var det
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først i slutningen af det tyvende århundrede at teknologi og viden gjorde det muligt at gå mere 
systematisk til værks. Her kan nyudviklinger i elektronmikroskopi i 1980’erne nævnes, såsom 
scanning tunnelling mikroskopet i 1981 og atomic force og magnetic force mikroscopi i midten af 
årtiet (Binns 2010). I 1990 var et højdepunkt nået ved at forskere formåede at stave “IBM” med 
enkelte atomer. 
Nanoteknologi handler altså i bund og grund om, at kunne manipulere materialer i atomar eller nær 
atomar skala. Dette åbner op for muligheden for, at kunne skabe materialer med nye egenskaber. 
Materialer med egenskaber, der har værdi i en industriel sammenhæng, eller som på anden måde 
kan gøres til nytte for mennesker og samfundet.
Mulighederne for, hvad der kan opnås med nanoteknologi, er næsten uudtømmelige - ligefrem "den
næste industrielle revolution" (Roco 2000). Drømmen er jo trods alt, at kunne bygge alting op atom 
for atom. Dette indebærer potentiale for højere effektivitet i alle materialer og for radikalt nye 
funktioner. 
Nano...industri
Dette har hverken regeringer eller virksomheder kunnet sidde overhørig, investeringer til forskning 
gives i høj grad både fra regeringers side og i det private erhvervsliv.  (Zucker & Darby 2007). Alle 
større stater i verden har nanoteknologi forskningsprogrammer og forsøger at skabe nye 
innovationer, der kan føre til teknologisk udvikling og som helst skal kunne markedsføres og i det 
korte eller lange løb skaffe penge til landets økonomi og til statskassen (Delgado 2010).  Derfor er 
der i øjeblikket de fleste steder i verden et meget stærkt ønske om, at tiltrække virksomheder, der 
arbejder med nanoteknologi og at lade virksomheder, der endnu ikke arbejder med nanoteknologi, 
komme i gang med forskningsprogrammer i nanoteknologi. EU Kommissionens anden gennemgang
af lovgivningen om nanomaterialer fremhæver: “Nanoteknologi er udpeget som en central 
støtteteknologi, der skaber grundlaget for yderligere innovation og nye produkter. Kommissionen 
skitserede i sin meddelelse "En europæisk strategi for centrale støtteteknologier – En bro til vækst 
og job"12 en fælles strategi for centrale støtteteknologier, herunder nanoteknologi, der bygger på 
tre søjler: teknologisk forskning, produktdemonstration og konkurrencedygtige 
fremstillingsaktiviteter.“ I samme tekst nævnes at nanomaterialer havde en markedsværdi på ca. 20 
milliarder euro (EU Kommissionen 2012) og at markedsværdien for materialer, der er baseret på 
nanoteknologi forventedes at stige fra 200 milliarder EUR i år 2009 til 2 billioner EUR i 2015 (EU 
Kommissionen 2012). Samtidigt henvises der til, at der er mellem 300.000 og 400.000 jobs og 
stigende tendens indenfor nanoteknologi i EU (EU Kommissionen 2012). 
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Nanopartikler bruges allerede i en lang række af produkter, som for eksempel til diagnose og 
behandling af sygdomme (Pilarski et al i Hunt & Mehta 2008), elektronik (Hunt & Mehta 2008), 
som katalysatorer i industrien (Reddy et al 2011) og i forbrugerprodukter såsom kosmetik, 
kosttilskud, hygiejneprodukter, legetøj, og meget mere (BEUC 2010, BEUC 2013).
Nanokobber er én af de meget alsidige typer nanopartikler. Nanokobber kan blandt andet anvendes 
som katalysator for kemisk produktion (Reddy et al 2011), som fodertilsætning til grise (Gonzales-
Eguia et al 2009), til at forbedre varmekonduktans i væsker (Senthilkumar et al 2010), som 
tilsætning til smøringsolie (Khodabandeh et al 2011), som antibakterielt middel, i elektronik (Osaka
et al 2011) og som antifouling til skibsmaling Kelechi et al 2008).
Nano...regulering
Fokus på nanoteknologi som en vigtig faktor for fremtidig vækst og udvikling giver en stemning og
en struktur, der er fordelagtig for udviklingen af nye teknologier, men på den anden side også en 
struktur, der ikke er så effektiv til at udfylde en anden vigtig opgave staterne er forpligtigede til at 
varetage: at sikre borgerne imod mulige miljø- og sundhedsmæssige konsekvenser (Reyhe 2012, 
Harremoes et al 2001).
I USA investeredes i perioden 2001-2005 kun 0,5% af midlerne til forskning i nanoteknologi i 
projekter, der havde relevans for forståelse af miljø- og sundhedsmæssige forhold omkring 
nanoteknologi. 
De nanopartikler, der allerede er og vil komme i berøring med vores miljø, er endnu ikke grundigt 
nok forståede til, at en fyldestgørende risikovurdering kan foretages (Kahru & Dubourgier 2010, 
Mantovani 2012, m.fl.). Selv nogle af de mest brugte materialer er stadig til debat, selvom de har 
været anvendt i mange år efterhånden og til dels er i direkte kontakt med mennesker (Schafer 2011).
Der har været debat om hvorvidt eksisterende regulering og metoder til risikovurdering er 
tilstrækkelige og meningsfulde. I 2008 erklærede EU Kommissionen (EU Kommissionen 2008) at 
nanomaterialer var dækket tilstrækkeligt ind under eksisterende regulering, hvilket EU Parlamentet 
dog var uenigt i og erklærede officielt i 2009 (EU Parlamentet 2009). Dette førte til en gennemgang 
af de forskellige reguleringer i EU med henblik på, i hvor høj grad de kunne tage vare om risici fra 
nanomaterialer. Dette er et stort arbejde, der foregår over mange år. I 2012 udgav Europa 
Kommissionen et review af lovgivningen om nanomaterialer i EU, dog uden større opfordringer 
eller ændringer. Mindre tilpasninger skal gennemføres i nogle områder, men i det store hele 
vurderes det at lovgivningen og det vurderingsgrundlag, der ligger til grund for den er tilstrækkelig 
(EU Kommissionen 2012). Ikke desto trods erkendes det at: “Den vigtigste udfordring er fortsat at 
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gennemføre en egnet risikovurdering – også på de områder, hvor der er gennemført lovændringer. 
(EU Kommissionen 2012). Videre forklares “…at hele den reviderede miljølovgivning i princippet 
kunne anses for at omfatte nanomaterialer. Dette kan imidlertid indebære udfordringer og er ikke 
blevet prøvet i praksis. (EU Kommissionen 2012)” og at der “…endnu ikke [er] indført specifikke 
bestemmelser om nanomaterialer i EU's miljølovgivning, som udløser foranstaltninger til 
bekæmpelse af sådanne forurenende stoffer gennem overvågning, særskilt håndtering eller 
miljøkvalitetsnormer.” (EU Kommissionen 2012). Lidt groft skitseret kan det sammenfattes som at 
lovgivningen ‘burde’ kunne tage vare om nanomaterialer, men at det ikke er sikkert at den gør i 
praksis (se Reyhe 2012, Reyhe 2013, Mantovani 2010, Mantovani 2012, m.fl. for mere udførlig 
gennemgang). Der er nogle enkelte tiltag, der er blevet gennemført. Carbon nanorør er blevet 
reguleret. Desuden skal kosmetikprodukter i fremtiden anføre, hvis en komponent er på nano-form. 
Det samme vil sandsynligvis komme til at gælde for fødevarer indenfor et par år (EU 
Kommissionen 2012).
Nano...specifikt
Det er tidligere blevet nævnt, at nanopartikler udviser andre egenskaber end det samme materiale i 
andre former. Der er mange eksempler på endog ganske forbløffende ændringer. Kulstof, der 
betragtes som elektrisk isolator kan være både leder og halvleder i form af carbon nanorør (Binns 
2010). Guld kan være magnetisk og endog være reaktivt i visse nanopartikler (Klabunde & 
Richards 2009). Det er for mange af nanometaller opdaget, at deres farve varierer efter 
partikelstørrelsen, for eksempel guld nanopartikler eller cadmium-selenium nanopartikler. 
Kogepunktet og smeltepunktet for et stof kan også ændre sig for nanopartikler (Klabunde & 
Richards 2009). Kobber nanopartikler har et lavere smeltepunkt end kobber i bulk form. 
Nanopartiklerne (når de ikke er oksiderede) udviser også surface plasmon ressonance effekten, der 
er en optisk effekt, hvor partiklernes overflade ressonerer i området omkring en bestemt 
bølgelængde (for kobbers vedkommende 570nm) (Xiong et al 2011). Dertil kommer nogle 
magnetiske og elektriske fænomener ().
Det er netop på grund af disse nye egenskaber, at nanopartikler er interessante i så mange 
sammenhænge i industrien. De ændrede egenskaber kan dog også tænkes at have effekter, der er 
mindre harmløse i forbindelse med, hvordan de interagerer med biologiske organismer. Dette er 
blevet et område for forskning, selvom der ikke bruges nær så mange midler på dette som på at 
udvikle nye nanopartikler. Konklusionerne har været forskellige imellem de undersøgelser, der er 
foretaget. Nogle nanopartikler virker til at være mindre giftige i deres nanoform end i 
mikrostørrelse, andre virker til at være mere giftige som nanopartikler end i større og mindre form. 
Flervæggede carbon nanorør (MultiWalled Carbon Nanotubes MWCNT) er eksempelvis 
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carcinogene, selvom kulstof ellers ikke er kendt som problematisk materiale (Reyhe 2012). 
Ud over den direkte fysisk-kemiske dimension af interaktionen mellem nanopartikler og 
organismers celler og membraner må der også tages højde for, hvorledes nanopartiklernes 
egenskaber påvirker deres transport i medier som vand, jord, blod eller andet, og dermed hvor 
partiklerne ender og hvordan de reagerer sammen med andre materialer (Klaine et al 2008).
Vigtige forhold er agglomeration og aggregation af partiklerne. Disse forhold beskriver partiklernes 
tendens til at klumpe sig sammen i mere eller mindre faste sammenhobninger. Dette er især af stor 
vigtighed, når høje koncentrationer opnås. Aggregation og agglomeration foregår efter principperne 
i DLVO teori, der også kan bruges i forbindelse med at forudsige hvorledes kolloide partikler 
(såsom nanopartikler) forholder sig overfor andre partikler og overflader (Li et al 2007, Petosa et al 
2010). Aggregater er relativt stabile sammenklumpninger af nanopartikler, der dog også kan brydes 
op og forme nye aggregater eller agglomerater (Bhat & Tripathy 2011), der holdes sammen af 
molekylære bindinger eller ved Londons van der Waals kraften. Agglomerater er derimod relativt 
flygtige sammenslutninger, der let brydes igen (Klabunde & Richards 2009). Både aggregaterne og 
agglomeraterne vil have en anderledes struktur og et anderledes overfladeforhold end 
nanopartiklerne for sig selv. Dette foranledigede i reguleringen, at man i en årrække mente at 
nanopartikler med tendens til at danne aggregater kunne betragtes som bulk former, hvilket dog er 
blevet ændret i EU Kommissionens nyeste udspil til, hvad der bør defineres som værende 
nanopartikler (EU Kommissionen 2012).
Partiklernes størrelse er ofte afgørende både med hensyn til deres egenskaber og hvordan de 
forholder sig i suspension og hvordan de interagerer med andre partikler og overflader. Som nævnt 
før er sammenhængen mellem størrelse og egenskaber ikke triviel. Ofte anstilles den betragtning at 
partiklens størrelse ændrer ved forholdet mellem overflade og masse. Jo mindre partiklen er jo 
større vil dens overflade være i forhold til dens masse. Det er ofte i overfladen at de processer, der 
er af betydning foregår. Dermed er små partikler typisk mere reaktive end store. 
Det er dog ikke altid at dette har vist sig at være tilfældet i virkeligheden. Én forklaring kan være at 
mindre partikler vil aggregere i højere grad, da forholdet mellem partiklens masse og styrken af 
London van der Waals kræfterne gør, at enhver kollision med energi nok til at overvinde 
elektrostatiske frastødninger kan føre til en aggregering. Samtidigt vil partiklernes mobilitet være 
høj som følge af Brownske bevægelser, der har energi nok til at opfylde ovennævnte.
Formen på partiklen har dog også i flere tilfælde vist sig at være af betydning.
Ligeledes kan den struktur partiklen er bygget op i også være vigtig, herunder den krystalline 
struktur (Klaine et al 2008).
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Coating af nanopartikler
Mange nanopartikler stabiliseres med en form for coating (Ramsden 2011). Formålet er at øge 
vandopløseligheden, beskytte partiklen imod oxidation, forhindre eller begunstige bestemte typer af
reaktioner eller at kontrollere partikelstørrelse under syntese (i det tilfælde kaldes det typisk for en 
capping agent). Disse stoffer lægger sig i overfladen af partiklen og vil derfor selvsagt også have en 
vigtig indflydelse på, hvorledes partiklen interagerer med andre partikler, overflader og molekyler 
(Klaine et al 2008). 
Nanopartikler ændres over tid
Over tid kan nanopartiklers størrelse ændres (Modunkutowa et al 2012). Dette kan ske som følge af 
aggregering, oksidering, dissulution (Modunkutowa et al 2012) eller i visse tilfælde igennem 
Ostwald ripening processer, der indebærer diffusion af atomer mellem nanopartikler (Binns 2010). 
Derudover sker der en oksidering af overfladen, der kan trænge dybere og dybere ind i kernen. 
Overfladen vil også kunne ændre sig i og med, at coatingen slides løs, slides af, danner flere 
bindinger til partiklen eller andet. Det er ikke fuldt forstået hvilke faktorer der er vigtige eller hvilke
dynamikker der gør sig gældene. Dog er der blevet gjort observeringer af at komplekse forhold i 
miljøet har indflydelse på faktorer der potentielt har betydning for biotilgængelighed såvel som 
toxicitet af kobber nanopartikler af forskellige aldre (Modunkutowa et al 2012).
Biotilgængelighed
Biotilgængelighed er et vigtigt endpoint for at vurdere risici (Ahlf 2009, Rainbow & Luoma 2008)),
og indeholder en række forhold, som interaktion med de relevante medier, interaktion i kroppen og 
de facto ruter ad hvilke nanopartiklerne kommer i kontakt med dyrene. Der har været megen 
diskussion omkring biotilgængeligheden af nanopartikler. Både med hensyn til hvor meget de bliver
optaget og med hensyn til hvilke ruter, de bliver optaget ad.
Mange nanopartikler har vist sig at være mere biotilgængelige end deres bulk form, og nogle har 
vist sig at være mere tilgængelige end den ioniske form (Aruoja et al 2009). Andre har vist sig at 
være mindre biotilgængelige end både ionisk og bulk formerne. For nogle typer nanopartikler findes
der resultater, der underbygger begge muligheder.
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Nano...kobber toxicitet
Langt de fleste studier af kobber nanopartikler handler om CuO nanopartikler. 
CuO nanopartikler klassificeres som "very toxic"  (Kahru & Dubourgier 2010). En række forsøg er 
blevet gennemført både in vivo og in vitro. Kobber nanopartiklers toksiske egenskaber er dog langt 
fra fuldt forståede.
Det tyder på at kobber nanopartiklers toksicitet for de fleste organismer ligger mellem opløst kobber
og mikrokobber. Det vil sige at værdier som EC50 typisk er lavere end mikrokobber, men højere 
end opløst kobber. Eksempler på dette billede er Baek & An 2011, Aruoja et al 2008, Karlsson et al 
2009, Heckmann et al 2011, Shaw 2012, m.fl.). Disse resultater vil ikke diskuteres i detaljer her, 
eftersom det opfattes som den fremherskende forståelse i feltet og yderligere er i god 
overensstemmelse med 1) Forestillingen om at det er overfladearealet på et givet legeme, der styrer 
dets aktivitet og dermed toksicitet og 2) Ideen om at toksiciteten fra nanopartikler er et resultat af de
ioner der afgives fra partiklerne. Der er dog også studier der  konkluderer at nogle toksiske effekter 
er mere udprægede for nanopartikler end for ionisk kobber (Amorim & Scott-Fordsmand 2012). 
Spørgsmålet om, hvorvidt kobber nanopartiklerne per se fører til den toksiske effekt eller om den er 
et resultat af frigivelsen af kobberioner fra partiklerne til det omkringliggende medium, ses besvaret
både med “ja” og “nej” i litteraturen. 
At toksiciteten er betinget af nanopartiklerne per se konkluderes blandt andre af (Beak & An 2011), 
der i deres undersøgelse af 3 bakteriestammer Escherichia coli, Streptococcus aureus og Bacillus 
subtilus i vækstmedium finder meget begrænsede mængder opløst kobber i mediet som nanokobber 
har været tilsat. De tester efterfølgende bakterierne med den højest målte værdi af ionisk kobber 
(2,7mg/l) og finder ingen signifikant vækstreduktion i nogen af bakteriestammerne. Dette resultat 
tolkes som at den reduktion i vækstraten som blev observeret under tilstedeværelse af nanokobberet 
ikke kan forklares ud fra de kobberioner der frigives fra partiklerne. 
Mortimer et al (2011) undersøger effekten af CuO nanopartikler (~30nm) på protozoaen 
Tetrahymena thermophilia og observerer at niveauet af opløst kobber var signifikant lavere ved 
equitoksisk concentration end ved behandlinger med mikrokobber eller ionisk kobber. Det vil sige 
at ved samme dødelighed for test organismen var der mindre kobberioner i mediet, end ved både 
mikrokobber og ved kobber tilsat som kobbersalt. Dermed kan koncentrationen af kobberioner ikke 
være den eneste faktor der styrer den observerede effekt.
I et studie på menneskelige hudceller finder Cohen et al (2013) at CuO nanopartiklers ( ~35 nm) 
toksiske effekt i vækstmedie ikke kan forklares ved opløst kobber fra nanopartiklerne, da de har 
ligeså høj toksicitet målt på kobber massen som ionisk kobber og partiklerne stadigt er at se 
efterfølgende i elektronmikroskop. Det argumenteres at partiklerne ikke både kan være opløst 
    Side 13/72 13
fuldstændigt og samtidigt stadig være tilstede, og dermed må have en højere toksicitet end ionisk 
form.
Andre finder dog at nanopartiklernes toksiske egenskaber til fulde kan forklares som en funktion af 
de ioner der frigives fra partiklerne. (Bondarenko et al 2012, Aruoja et al 2008).
De toksiske mekanismer som nanopartiklerne har minder overordnet meget om de effekter som 
opløst kobber har. Det er primært dannelse af ROS (reactive oxygen species) (Xu et al 2012, 
Mortimer et al 2011, Wang et al 2011), der fører til celledød (Sun et al 2012), men også skader på 
mitochondrier er en vigtig faktor (Wang et al 2011).  Der er dog i flere undersøgelser påvist at der er
betydelige forskelle i genekspression. Gomes et al (2012) observerer forskellig genekspression i 
gener primært relateret til energi metabolisme.  
Dermed bliver det klart at sammenhængene mellem mængde af stof (i dette tilfælde kobber) og 
toksicitet ikke er så simpel som det kunne have været antaget. 
Interaktioner som adsorption til biologiske overflader kan være af afgørende betydning.
En undersøgelse af en makrofyt gav eksempelvis at selv meget korte eksponeringer for høje 
koncentrationer gav høj dødelighed efter flere dage, hvilket ikke skete når kobber tilsattes i form af 
kobberioner (Manusadzianas et al 2011). 
Heinlaan et al (2010) finder i en undersøgelse af CuO nanopartiklers indflydelse på tarmen af 
Daphnia magna at denne bliver beskadiget allerede efter 10 minutters exposure. Effekterne 
observeredes både i form af forandringer af cellestrukturen i tarmen og bakteriel infektion. De 
observerede effekter tilskrives nanopartiklerne per se og Heinlaan et al (2010) mener at de ikke kan 
tilskrives de kobberioner der frigives fra partiklerne.
Gomes et al (2012) finder i en undersøgelse af CuO nanopartiklers (<50nm) påvirkning af 
muslingen Mytilus galloprovincialis at fordøjelsessystemet er mest udsat for skader. Den 
fysiologiske reaktion på CuO nanpartiklerne adskilte sig fra reaktionen på kobberioner.
For laboratoriemus fandt Chen et al (2006) at musene der blev givet nanokobber oral fik symptomer
som dårlig funktion af fordøjelseskanalen, med appetitløshed, diarré, opkast, m.m. 
En vigtig faktor for hvorledes kobber nanopartikler udviser toksicitet kan være interaktioner med 
det medie de befinder sig i.
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I en undersøgelse af vækst af Curcubita pepo under tilsætning af kobber som både nanopartikler og 
i bulk, viste Musante & White (2010) at humus (humic acid) interagerede forskelligt mellem de to 
former. Concentrationen af frie kobberioner blev sænket betydeligt under tilstedeværelsen af humic 
acid når kobberet var tilsat som bulk 1540µg/l uden humic acid, 950 µg/l ved 50mg humic acid/l. 
Modsat virkede humic acid på nanopartikler af kobber ved at øge concentrationen af frie 
kobberioner (1100µ/l uden humic acid, 1500µg/l. Ved 50 mg/l humic acid). (Der blev brugt 100mg 
cu/l i Hoaglands solution). Musante & White (2010) målte transpirationsrate og vækst, som de 
brugte som proxies for toxicitet. Her viste humic acid sig fuldstændigt at annullere den 
phytotoksiske virkning af kobber tilsat som bulk. For nanopartiklernes vedkommende forblev 
toksiciteten ikke blot betydeligt højere end kontrollen, men blev højere ved tilsætningen af humic 
acid (altså at vækst og transpirationsrate var lavere).
Blinova et al (2011) finder at brugen af naturligt ferskvand frem for kunstigt ferskvand nedsætter 
toksiciteten af nano CuO betydeligt for Daphnia magna og Thamnocephalus platyurus, målt på 
EC50 værdien (der øges op til 140 gange). Dette tilskrives primært tilstedeværelsen af DOC (opløst 
organisk kulstof). Sammenhængen var tydeligst hos Daphnia m. hvorimod den ikke var tilstede 
eller endda modsat for Thamnocephalus. 
Det bliver altså tydeligt at der er mange forhold omkring nanopartikler af kobber, der endnu ikke er 
forståede til bunds, på trods af at mange informationer er tilgængelige.
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Problemformulering
Kobber er et toksisk tungmetal og er et essentielt metal. Derfor har alle organismer fysiologiske 
mekanismer til at omgås kobber. Biotilgængelighed er af afgørende betydning for metallers 
toksicitet.
Nanopartikler af kobber er ligeledes toksiske. Det er sandsynliggjort at den toksiske effekt af 
kobber under visse betingelser kan være substantielt forskellig mellem kobber på nano form og 
kobber på ion form. Dette gælder både hvad angår kvantitative og kvalitative mål for toksicitet.
Nanopartikler er kendt for at kunne have forskellig effekt fra bulk former og ion-former og kobber 
nanopartikler er ikke en undtagelse. Nanokobber er alsidigt, hyppigt anvendt og kan potentielt 
komme i anvendelse i meget højere grad, end det allerede er. 
Der er mange faktorer der kan tænkes at spille en rolle for toksicitet, herunder interaktion med det 
medie nanopartiklerne befinder sig i og interaktioner mellem nanopartiklerne og forskellige dele af 
mål-organismen. Det er vigtigt for reguleringen at afdække hvilke faktorer, der er relevante for om 
nanokobber udgør et større problem for organismen end kobber i almindelighed.
Kobber nanopartikler kan laves med forskellig coating og coatingen kan have betydning for kobber 
nanopartiklernes egenskaber.
Kobber nanopartikler ændrer sig over tid, og dette har en effekt på deres egenskaber.
Det er muligt at forskelligt coatede partikler ændrer sig forskelligt over tid, da coatingen kan ændres
og da coatingen kan have betydning for hvordan partiklen ændres.
Derfor spørges der:
Optages kobber i forskellig grad af Capitella telata fra naturligt anoxisk sediment i form af  
nanopartikler med forskellig coating og/eller forskellig alder og er kobberoptaget forskelligt 
fra kobber fra samme sediment i form af ioner?
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Del 1: Kobber nanopartikler
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Syntese af kobber nanopartikler
Baggrund
___________________________________________________________________________
En Green Chemistry tilgang blev valgt. Green Chemistry går ud på at de anvendte kemikalier er så 
lidt farlige som muligt og at reaktanter er biologisk nedbrydelige. Tilgangen blev valgt for at sikre 
at reaktionsrester fra syntesen ikke ville blive overført til forsøgsopstillingerne, da små 
nanopartikler er meget svære at skille fra den væske de befinder sig i suspension i. Dette gør at ikke 
kun sammenligningen mellem nanopartiklerne, men også til kobbersalt er troværdig, fordi 
reaktionsrester ikke burde spille nogen betydelig rolle for giftighed.
Princippet bag syntesen af kobber nanopartikler
Den valgte syntesevej er en bottom-up tilgang (Binns 2010) hvor nanopartiklerne skabes ved 
kombination af enkelte atomer indtil en ønsket størrelse opnås [I modsætning til bottom-up står top-
down, hvor nanopartikler skabes ved findeling af større (bulk) materiale.]. Størrelsen af partiklerne 
styres primært ved koncentrationen af reaktanten (Xiong et al 2011), i dette tilfælde ascorbinsyre 
som reduktant og ved tilsætningen af en capping agent (Wu et al 2004), i dette tilfælde 
dehydroascorbinsyre og PVP (10.000). Denne capping agents koncentration er af betydning, men 
den kan også have iboende egenskaber af relevans.  En capping agent har den funktion at lægge sig 
på overfladen af nanopartiklerne og forhindre yderligere tilvækst ved at besværliggøre interaktion 
med partiklen under formning. Forskellige polymerer har på grund af deres længde og deres 
kemiske egenskaber en tendens til at føre til bestemte partikelstørrelser (Wu et al 2004). Dette sker 
ved at polymeren adsorberes til partiklen og grundet dens længde og form er forskelligt effektiv til 
at lukke sig om forskellige størrelser af partikler, eller nukleationskerner. Nukleationskerner er 
begrebet der anvendes i forbindelse med bottom-up processer til dannelse af nanopartikler. Begrebet
benævner det forhold at der under reaktionen dannes mange potentielle nanopartikler 
(nukleationskerner), der kan vokse ved kollision eller ved at frie atomer indkorporeres i partiklen. 
Der er for metalliske nanopartikler der som kobber nanopartikler skabes ved reduktion to mulige 
veje ad hvilken bottom-up processen kan fungere. Begge bygger på at et metal salt reduceres og 
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dermed bliver atomerne villige til at indgå metalliske bindinger med hinanden. Dette skaber 
nukleationskerner, der efterfølgende vokser ved at opsamle de atomer der er reducerede og dermed 
villige til at indgå binding. For at undgå at nogle kerner vokser til meget stor størrelse skal 
overgangen til reducerende tilstande enten ske meget hurtigt eller meget langsomt. En meget hurtig 
reduktion kræver en næsten øjeblikkelig fuldstændig sammenblanding. Dette bevirker at 
nukleationskerner opstår nogenlunde i samme grad overalt i væsken og tilvæksten til hver af 
nukleationskernerne sker ved at atomer fra det omkringliggende medie indkorporeres. Hvis 
atomerne er fordelt homogent i mediet vil dette resultere i en ensartet partikelstørrelse. Dette er dog 
meget svært at opnå i praksis. Derfor valgtes den anden mulighed, at lave en meget langsom 
reduktion. Den meget langsomme overgang til reducerende tilstande resulterer i at der opstår et 
tidsrum hvor atomerne skifter imellem deres tilstand som opløst salt og som fast stof. Atomer 
tilføres nukleationskerner samtidigt med at andre afgives til væsken igen. Hvis koncentrationen af 
metal og af reduktant er homogent fordelt i væsken vil det slutteligt resultere i en homogen størrelse
af nanopartiklerne, da hver nukleationskerne rekrutterer fra et ligestort volumen. 
Homogenitetsforudsætningen kan aldrig opnås 100%, men er dog meget nemmere at opnå i en 
tidsskala på en time end på få øjeblikke. Yderligere homogenitet i partikelstørrelsen sikres ved 
brugen af en capping agent. Da det dog ikke er muligt helt at undgå større partikler, kan disse 
fjernes ved centrifugering efterfølgende.
Derudover kan temperaturen ved reaktionen også have indflydelse på størrelse og form af partiklen 
(Mott et al 2007). Temperaturen er i disse synteser holdt konstant og ens mellem alle synteser.
Coating
Brugen af PVP som coating til kobber nanopartikler er beskrevet flere steder i litteraturen (Huang et
al. 1997; Wu et al 2004; Zhu, Zhang & Yin 2004). PVP betragtes som et ugiftigt og ikke-reaktivt 
stof i miljøet og passer derfor godt med den green chemistry tilgang der er valgt her. PVP har en 
højere affinitet for at lægge sig som coating på partiklerne end dehydroascorbinsyre, der opstår ved 
oksidation af ascorbinsyre. Derfor kunne coatingen tilsættes uden at det var nødvendigt at forhindre 
dehydroascorbinsyre i at være tilstede (se Wu et al 2004). Grunden er sandsynligvis at polymeren 
chemisorberes til kobber nanopartiklerne. Wu et al (2006) formulerer det således: “Although the 
fundamental mechanism has yet to be fully understood, it is believed that PVP can coordinate to the
particles surface via O–Cu coordination bond and wrap around the particles with its long and soft 
polyvinyl chain to stop their growth and aggregation toward bulk particles.” En oxygen gruppe fra 
polymeren kan altså interagere med kobber i overfladen af kobber nanopartiklen.
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Syntese metode
Syntesen af nanokobber partikler fulgte Xiong et al (2011), hvor ascorbinsyre bruges som reduktant.
Dehydroascorbic acid der opstår ved oksidering af ascorbinsyren fungerer samtidigt som coating (se
Xiong et al 2011). Der blev anvendt 8,5g hydreret kobberchlorid (CuCl*2 H2O) og 17,5g L-
ascorbinsyre. Hver af disse opløstes i 250ml MilliQ vand på <18µSiemens. Opløsningen med 
kobberchlorid blev opvarmet til 80 grader og ascorbinsyreopløsningen blev tilsat dråbevis over et 
tidsrum på over en time. Opløsningen blev holdt på 80 grader C i 16 timer under omrøring for at 
sikre at reaktionen var fuldendt. 
Der blev desuden foretaget en syntese efter samme princip, hvor der blev tilsat PVP (molvægt 
10.000) som coating, som i Wu et al (2006). PVP blev tilsat både til kobberopløsningen og til 
ascorbinsyreopløsningen.
Her anvendtes samme forhold mellem kobberchlorid og ascorbinsyre som beskrevet ovenfor, dog i 
dobbelt mængde. Der blev tilsat 11g PVP (10.000) til ascorbinsyreopløsningen og til CuCl 
opløsningen. 
Efterfølgende behandling af Nanokobber suspensionerne
Efter fremstilling blev nanopartikelsuspensionerne centrifugeret ved 20.000G for at eventuelle 
større partikler, agglomerationer eller aggregater blev fjernet. Et pilotforsøg med centrifugeringer 
mellem 200 og 50,000 g havde vist at der op til 20,000g var svag synlig udfældning. Dette kan 
skyldes partikler hvor væksten ikke er blevet stoppet under syntesen eller begyndende 
agglomerering. Derfor blev alle suspensioner der anvendtes til forsøg slynget ved 20,000g for at 
sikre højest mulig homogenitet.
Tangaa (2014) har med brug Stokes lov beregnet at ved centrifugering ved 20,000g burde alle 
kobber nanopartikler over 19,6nm udfældes fra suspensionen under de relevante forhold. 
Opbevaring af nanokobber suspension
Suspensionen af nanokobber partikler blev opbevaret i syrevaskede glasflasker i mørke ved 
stuetemperatur.
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Illustration 1:Syntese af kobber nanopartikler
Karakterisering af kobber nanopartiklerne
Det er vigtigt i enhver undersøgelse af nanopartikler at karakterisere partiklerne, så det er muligt at 
forstå hvilke egenskaber ved partiklerne er af betydning for de forhold der testes for (Dai et al 
2012). Selvom det endnu ikke er afklaret præcist hvilke egenskaber er af betydning er der dog en 
konsensus omkring at nogle forhold altid bør undersøges (Aschberger et al 2011). Partiklernes 
størrelse, komposition og stabilitet i suspension bør altid beskrives. For metalliske nanopartikler 
bruges typisk elektronmikroskopi, Uv/vis spektrometri og zeta potentiale. Disse metoder er anvendt 
her. Derudover blev en rekation med brintperoxid gennemført, koncentrationen af kobber i 
suspenisonerne blev målt ved AAS (flamme) og et sedimentationsforsøg blev gennemført. Målet 
var at opnå en forståelse for de vigtigste forhold omkring nanopartiklerne.
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Metode
___________________________________________________________________________
UV/vis
Analysen af partiklerne blev gennemført med en Perkin Elmer Lambda 9 i spektret fra 300nm til 
800nm. For at opnå passende signalstyrke måtte en forstynding med deioniseret vand foretages i 
forholdet 1:150. Kalibrering blev foretaget med deioniseret vand fra den samme kilde som 
fortyndingen.
TEM
TEM billeder blev taget i London med et JEOL 2010 analytisk TEM, med en LaB6 elektronkilde. 
Opløsningen er på 0,19nm.
Zeta potentiale
Zeta potentialet blev forsøgt målt med en Brookhaven instruments Zeta PALS. Fortyndinger blev 
gennemført med deioniseret vand og pH blev justeret med NaOH.
Reaktion med H2O2
Nanokobber suspensionen blev i 30% ammoniak reageret med brintperoxid (H2O2) indtil 
reaktionen ophørte og en klar blå farve afløste den rødbrune. Reaktionen bygger på at oxidere 
nanopartiklerne og derefter lade rekaktion med ammoniak forløbe således:  Cu(OH)2 + 4NH3 
(+H2O2)  => Cu(NH3)4 [2+] +2OH[-]
AAS
Prøverne af nanokobberet blev fortyndet i deioniseret vand, da kobberkoncentrationen i stock 
opløsningen forventedes at være meget høj. Dernæst blev de forarbejdet (“digested”) efter DS/EN 
ISO 15587-2. Prøverne tilsættes syre (HNO3 65%) og udsættes for en serie af mikrobølgestrålinger 
af forskellig styrke i en Milestone Professional mikrobølgeovn (Følgende intensitet blev anvendt: 
250W i 6minutter, 400W i 6min, 650W i 6 min, 250W i 6 min). Dernæst blev prøverne kølet og 
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filtreret inden måling i grafitovn.
Målingen foretages i en Varian grafitovn og autosampler med SpektrAA software til styring. En 
kendt mængde væske brændes på et grafitrør ved en serie af stigende temperaturer indtil 2300 
grader C og absorbansen af lys fra en kviksølvlampe måles.
Sedimentation 
Et sedimentationsforsøg blev gennemført for at teste sedimentation af kobber nanopartiklerne i 
saltvand under tilstedeværelse af opslæmmet finkornet sediment og i saltvand og deioniseret vand. 
Der anvendtes filtreret kunstigt havvand (salinitet 32, filtreret 10µm) naturligt sediment (<63µm), 
deioniseret vand og kobber nanopartikler med og uden tilsat PVP coating i opstillingen. 
Sedimentation foregik i opretstående glasrør. 
Rækkefølgen af tilsætningen var 1) sediment, 2) vand, 3) nanokobber suspension eller to af disse 
under hensyntagen til rækkefølgen. Derefter rystedes glasrørene indtil en homogen blanding var 
sikret.
Opstillingen blev fotograferet flere gange under sedimentationen og prøver til 
koncentrationsbestemmelse ved AAS blev udtaget efter 3 uger. Prøverne til 
koncentrationsbestemmelse blev udtaget fra ca 1cm under overfladen, i overfladen af sedimentet 
sedimentet og fra den dybeste del af sedimentet. Alle steder blev 20µl udtaget med automatpipette. I
sedimentet blev omtrent 0,5 ml først taget med pipette.
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Resultater
___________________________________________________________________________
Syntese
Suspensionen af kobber nanopartikler var rødligbrun og klar efter endt syntese.
Under syntesen gennemgik suspensionen farveskift fra blå til mælkehvid til gul til rødligt brun. 
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Uv/Vis Spektrometri data
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Illustration 3:Uv/vis spektrum for kobber nanopartikler med PVP coating
Illustration 2:Uv/vis spektrum  for kobber nanopartikler uden tilsat coating
TEM
Partiklerne blev undersøgt ved TEM og partikelstørrelsen er hendholdsvis 5,5nm (std afv 2,7, n= 
98) for kobber nanopartiklerne uden pvp coating, og 8,9nm (std afv 3,5, n= 93) for kobber 
nanopartikler med PVP coating.
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Illustration 4:TEM billede af kobber 
nanopartikler med dehydroascorbinsyre 
coating
Illustration 6:Størrelsesfordeling af kobber nanopartikler med dehydroascorbinsyre coating. 
Søjlerne angiver antallet af partikler indenfor størrelsesintervallerne. n=98
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Illustration 7:Størrelsesfordeling af PVP coatede kobber nanopartikler.Søjlerne angiver 
antallet af partikler indenfor størrelsesintervallerne. n=93
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Illustration 5:TEM billede af kobber 
nanopartikler med PVP coating
Zeta potentiale
Der kunne ikke opnås pålidelige resultater for zeta potentiale. 
Reaktion med brintperoxid (H2O2)
Reaktionen med ammoniak og brintperoxid forløb i de første få dage efter syntesen i løbet af få 
sekunder. Stærk varmeudvikling og tydelig, voldsom reaktion blev observeret (lignede at væsken 
gik i kog), og indenfor få sekunder var reaktionen ophørt. Nanokobber suspensionen måtte tilsættes 
dråbevis, da reaktionen ellers var så kraftig at væsken løb over den kuvette opblandingen foregik i. 
En måned efter syntesen foregik denne reaktion meget langsommere. Ingen varmeudvikling kunne 
observeres direkte og gasboblerne viste sig hovedsageligt ved at sætte sig på bunden og siderne af 
glasset. Efter mange timer opstod der stadig nye bobler på glasset, hvilket viste at reaktionen stadigt
var i gang. Efter 24 timer var der stadig bobleudvikling. 
AAS
Koncentrationen af kobber i stock suspensionerne blev bestemt til henholdsvis 1,349 g/l for 
dehydroascorbinsyre coatede kobber nanopartikler med alder >1år, 1,169 g/l for pvp coatede kobber
nanopartikler med alder >1år, 1,203 g/l for dehydroascorbinsyre coatede kobber nanopartikler med 
alder ~2 måneder og 0,510 g/l for pvp coatede kobber nanopartikler med alder ~2 måneder.
Sedimentation 
Partiklerne udfældede ikke synligt. Det vil sige at der ikke med det blotte øje eller på billeder kunne
ses forskel på suspensionerne. Der for er billedserien over tid for hver af behandlingerne ikke 
inkluderet her. Der er blot inkluderet billeder der repræsentative. (Der er ikke inkluderet billeder der
repræsenterer kontrollen for vand uden kobbersuspension eller sediment.)
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Illustration 9:Repræsentativt billede 
for nanopartikelsuspension i saltvand
og deioniseret vand
Illustration 8:Repræsentativt billede for 
nanopartikelsuspension i saltvand og 
deioniseret vand rystet med sediment og 
sedimenteret i 24h timer
Data for resultaterne af analysen af kobber koncentration er angivet i figurerne nedenfor. For 
sedimentationsforsøg uden tilsat sediment, er alle resultater sammenfattet i Illustration 11. Her 
angives koncentrationen på y-aksen som masse/volumen, dog uden en konkret enhed. 
Koncentrationen kan sammenlignes på tværs af hele figuren, men er en intervalskala, ikke ratio-. 
For hver af suspensionerne er koncentrationen i vand fra bunden af reagensglasset (mørkeblå) 
sammenlignet med koncentrationen af vand 1cm under vandoverfladen (lyseblå).
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Illustration 11:Sammenligning af kobber koncentrationen i vand fra bunden og under 
overfladen efter 3 ugers sedimentation.
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Illustration 10:Repræsentativt billede af 
sediment (kontrol) efter omrystning i 
vand (saltvand/deioniseret vand og 
precipitation i 3 uger
De følgende 5 figurer (Illustration 12-16) betegner ligeledes forholdet imellem koncentration 
mellem forskellige (her er der 3) steder i prøven. Koncentration, der er angivet på Y-aksen er kobber
masse/volumen, dog uden en konkret angivelse af volumen. Dette er gjort for at tolkningen ikke 
forsøges udvidet til sammenligninger mellem de enkelte forsøg. Præcisionen i opstillingen tillader 
det ikke. Det interessante er forholdet imellem koncentrationen de tre steder og hvordan den er 
en/forskellig for forsøgene.
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Vand Sediment overflade Dybere i sedimentet
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Illustration 13:Forholdet mellem kobberkoncentrationen (y-akse) i en prøve (titel) udtaget fra
de tre steder (x-akse)
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Illustration 12:Forholdet mellem kobberkoncentrationen (y-akse) i en prøve (titel) udtaget fra
de tre steder (x-akse)
Vand Sediment overflade Dybere i sedimentet
0
50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
Dehydroascorbinsyre coatede nanopartikler
i saltvand
    Side 30/72 30
Illustration 15:Forholdet mellem kobberkoncentrationen (y-akse) i en prøve (titel) udtaget fra
de tre steder (x-akse)
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Illustration 14:Forholdet mellem kobberkoncentrationen (y-akse) i en prøve (titel) udtaget fra
de tre steder (x-akse)
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Illustration 16:Forholdet mellem kobberkoncentrationen (y-akse) i en prøve (titel) udtaget fra
de tre steder (x-akse)
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Diskussion
___________________________________________________________________________
Forløb og udbytte af syntesen
Udbyttet af syntesen af nanopartiklerne var ca 15,5% af det kobber, der blev tilsat (kobber 
udgør 47% af dihydreret kobberchlorid i vægt). Dette tyder på, at store dele af kobberet tabtes
gennem centrifugering. Det må primært skyldes agglomerater eller partikler, hvis vækst ikke 
blev stoppet som ønsket og dermed fortsatte med at vokse.
Under syntesen forekom en fase, hvor væsken i kolben fik et mælkeagtigt skær. Dette er et 
tegn på, at partikler af forskellig størrelse er tilstede i væsken og stemmer godt overens med 
teorien om voksende nukleationskerner, der ikke er færdigudviklede, men som tager imod og 
afgiver kobberatomer dynamisk. Dermed eksisterer der mange forskellige størrelser af 
partikler på samme tid, hvilket giver en ugennemsigtig (opak) væske. En sådan transitionsfase
er at forvente i forhold til, hvorledes nanopartikler udvikler sig i en bottom-up tilgang (se 
baggrund nanopartiklerne) og det undrer, at den ikke nævnes af Xiong et al (2011) i deres 
ellers meget grundige gennemgang af farveskiftene under syntesen.
Coating
PVP coatingen på partiklerne ses tydeligt i TEM billeder, hvorimod coatingen på partiklerne 
med dehydroascorbinsyre ikke træder tydeligt frem. Derudfra konkluderes at coatingen med 
PVP forløb efter hensigt, og at partiklerne har forskellig coating. Størrelsen af partiklerne er 
signifikant forskellig, hvor partiklerne med PVP coating er lidt større end kobber 
nanopartiklerne uden tilsat PVP coating. Dette var at forvente og det konkluderes at 
partiklerne ud over coatingen er af samme type.
Koncentration
3 ud af de fire suspensioner af nanopartikler har tilnærmelsesvis samme koncentration, 
medens 1 har markant lavere koncentration. Kobber nanopartikler med PVP coating af alder 
~2 måneder har en kobber koncentration, der kun er omkring 1/3 af de andre. Det kan ses på 
glasset de har været opbevaret i, at der er et tydeligt kobberspejl på indersiden. Dette må 
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formodes at være grunden til, at kobberet ikke genfindes i suspensionen. Grunden kan være, 
at glasset ikke er blevet syrevasket grundigt nok, eller at glastypen adskiller sig fra de øvrige 
glas.
På billede 14 ses et udpræget kobberspejl på glasset, 
hvilket underbygger formodningen om, at diskrepansen i
koncentration er opstået under oplagring. Dette kunne ikke observeres ved de andre glas med 
nanokobber suspension. At partikler ikke længere er del af suspensionen er problematisk, da 
der ikke foreligger information om, hvorvidt bestemte partikler (f.eks. størrelse, tykkelse af 
coating e.l.) har højere eller lavere affinitet for at adsorberes på glas. Dermed kan det 
potentielt være en fejlkilde. Samtidigt betyder det, at der må tilsættes en større mængde af 
suspensionen for at opnå samme kobberkoncentration i forsøgsopstillingerne. Dette vil også 
betyde, at en øget mængde af acorbinsyre, PVP og Cl- ioner, der er i suspensionen som 
reaktionsrester, vil være tilstede i sediment spiket med kobber nanopartikler med PVP coating
af alder ~2 måneder. 
Komposition
Begge partikler kunne ikke verificeres som værende metalliske (Cu 0) på baggrund af Uv/vis 
spektroskopi med surface plasmon ressonance ved 570nm (Xiong et al 2011). Surface 
plasmon ressonance fænomenet dukker op ved metalliske kobber nanopartikler i små 
størrelser  fra  omtrent 15nm og nedefter (Xiong et al 2011, Dadgostar et al 2010), hvilket 
betyder, at partiklernes størrelse lå vel indenfor den størrelsesorden, hvor fænomenet må 
forventes. At dette fænomen ikke kunne observeres ved UV/Vis fotospektrometri, skyldes 
sandsynligvis at partiklerne allerede er blevet oxideret i overfladen under syntesen eller under 
Illustration 17:Suspension af 
nanokobber partikler med PVP 
coating af alder ~2 måneder.
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forberedning af prøverne til fotospektrometri. Metalliske kobber nanopartikler oksideres 
meget hurtigt på grund af det høje energipotentiale ved oksidation. Dette gør at metalliske 
kobber nanopartikler vil selvantænde, hvis de i tør tilstand blev udsat for atmosærisk luft. Ved 
opblanding med vand( 1:150), der var nødvendig for at nok lys passerede prøven, skete både 
en fortynding af ascorbinsyren, der skulle virke som beskyttende antioksidant samtidigt med, 
at ilt blev tilført via vandet. En anden forklaring kunne være at Cl- ioner i vandet lagde sig på 
overfladen af partiklen (Dadgostar et al 2010). Selvom dette ikke kan udelukkes, er oxidation 
dog langt det mest sandsynlige. Yderligere sandsynliggjort er formodningen om oxidation 
efter syntesen ved at prøverne reagerede voldsomt og hurtigt med H2O2 inden for få dage 
efter syntesen (tydelig varmedannelse, skummen, måtte tilsætte nanokobber suspensionen 
dråbevis), hvorimod reaktion med synlig bobledannelse skete i langt mindre grad, men strakte
sig over flere dage, hvis partiklerne var syntetiseret få uger inden. Dette kan forklares ud fra at
oxidationen i kobber nanopartiklerne var længere fremskreden. Den fri energi i Cu(0) til 
Cu(II) er langt højere end fra Cu(I) til Cu(II). Hvis overfladen af partiklen allerede var 
oxideret til Cu(II), ville der også være langt mindre angrebsflade for reaktionen at starte på. I 
et tidligere forsøg, hvor syntesen blev foretaget i en beskyttende atmosfære (Ar), kunne suface
plasmon ressonance heller ikke identificeres på partiklerne, der ellers blev behandlet på 
samme måde.
Oxideringen af partiklerne er sandsynligvis sket indenfor ganske kort tid efter syntesen og er 
definitivt sket efter få uger efter syntesen. Især ved kontakt med medier der indeholder ilt, 
som eksempelvis vand eller kontakt med luft, sætttes denne process i gang. Dermed er det 
ikke muligt at undgå oxidation i naturlige medier. 
Partiklerne oxideres ikke helt til Cu(II), men forbliver som Cu(I) partikler, da dette er påvist 
som en blivende tilstand for oxiderede nanopartikler af metallisk kobber (Salavati-Niasari & 
Davar 2009). Når partiklerne er under 10nm bliver de oxideret helt igennem (Baco-Carles, 
Datas & Tailhades 2011), hvilket må formodes at være sket med disse partikler, på baggrund 
af deres størrelse (se herunder). Dermed formodes det at partiklerne er Cu20.
Partiklerne er altså Cu2O partikler med coating af hhv dehydroascorbinsyre og PVP.
Størrelse
Syntesen af kobber nanopartikler resulterede i partikler af en lidt højere størrelse end forventet
ud fra Xiong et al (2011). Dette kan skyldes, at agglomerater allerede havde dannet sig ved 
tidspunktet for måling. Dannelsen af agglomerater kan være et resultat af tid. Det kan også 
skyldes opbevaringen, da der under transport med post til England kan være faktorer af 
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betydning, der har øvet indflydelse (trykforskelle og temperatur forskelle ved luftfragt).
Partiklerne med PVP coating var signifikant større (t-test p=0,00) end uden tilsat PVP coating.
Størrelserne var 5,5nm (std afv 2,7, n= 98) for kobber nanopartiklerne uden pvp coating, og 
8,9nm (std afv 3,5, n= 93) for kober nanopartikler med PVP (10.000) coating. Dette kan 
skyldes, at hver capping agent har en iboende tendens til at regulere størrelsen af 
nanopartikler, hvor PVP (10.000) har tendens imod større partikelstørrelse end 
dehydroascorbinsyre (se Wu et al 2004).
Stabilitet
Hvor stabile nanopartiklerne er med hensyn til at forblive i suspension, er af stor betydning 
for, hvilken skæbne partiklerne får i miljøet. Hvis de hurtigt fældes ud, vil de primært være at 
finde tæt på kilden, hvorimod de kan spredes langt, hvis de forbliver i suspension i vand over 
længere tid. Typisk vil forhold som pH, salinitet, organisk materiale i vandsøjlen (både DOM 
og POM) m.fl. være af betydning. Deres indflydelse på om de øger eller sænker stabiliteten, 
kan have betydning for, hvor et stof, eller i dette tilfælde nanopartikler, er at finde i miljøet. 
Formodningen er, at salinitet vil have en vigtig indflydelse på, at partiklerne fældes ud. 
Efter 1 år er der tydelig sedimentation i den suspension af nanopartikler, der er coatede med 
dehydroascorbinsyre, hvorimod partiklerne med PVP coating ikke udviste noget synligt 
bundfald. Efter 2 måneder er der ikke nogen synlig forskel imellem de to typer suspension af 
partikler.
Dette indikerer at PVP øger stabiliteten af nanokobber suspensionen over tid, men at der ikke 
er en tydelig effekt efter et mellemlangt tidsrum. Disse umiddelbare observationer er vigtige, 
men giver som nævnt kun indikationer. En af de klassiske tilgange til, at kvantificere 
suspensioners stabilitet er ved at måla Zeta-potentialet, der er et mål for den elektrostatiske 
stabiliserings størrelse. Typisk vil partikler med zetapotentiale på +/- 30 opfattes som stabile.
Resultaterne fra måling af zeta-potentiale for partiklerne var ekstremt inkonsistente.
Det var ikke muligt at måle et troværdigt zeta potentiale. Problemer med målingen af Zeta-
potentiale på grund af den høje kobberkoncentration (=høj konduktans) og partiklernes ringe 
størrelse er et generelt problem for små partikler af ledende materiale, og er kendt for den 
anvendte model af apperaturet (Zetasizer manual 2004). Electrode blackening opstår ved høje 
koncentrationer og for få counts (datapunkter) opnås ved lave koncentrationer 
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(Nanocomposix 2012). Samtidigt fører tilstedeværelsen af ascorbinsyre og især PVP til 
metodiske problemer, da refraktion og viscositet ændres i den vandige opløsning 
(Nanocomposix 2012).
Andres målinger fra litteraturen viser et lavt zeta-potentiale, der indikerer, at partiklerne ikke 
er stabiliseret ved elektrostatisk stabilisering. Windfeld (2013) angiver for samme 
partikelstock som begge typer af kobber nanopartikler med alder>1 år et zeta-potentiale på 
hhv 8-10,3 (for partiklerne uden PVP coating) og 7,5-8,5 (for partiklerne med PVP coating) i 
ferksvand. Tangaa (2014) finder for partikler med PVP coating syntetiseret efter samme 
metode et zetapotentiale på 18,7. 
Da begge suspensioner er relativt stabile, kunne det være et tegn på, at det er sterisk 
stabilisation, der spiller den største rolle for at holde partiklerne i suspension. Den 
stabiliserende mekanisme i dehydroascorbinsyre stabiliserede partikler kan skyldes hydrogen 
bonding (Xiong et al 2011).
På baggrund af disse resultater, sammenlignet med mine egne forsøg på at opnå pålidelige 
resultater, konkluderer jeg, at zeta potentiale ikke er en praktisk anvendelig parameter for 
stabiliteten i disse kobber nanopartikler.
Sedimentationsforsøget med nanopartiklerne beskrives herefter og viste, at stabiliteten af 
partiklerne både med og uden PVP coating er meget høj i både saltvand og deioniseret vand.
Det må konkluderes at zeta potentiale, der i litteraturen nævnes som en afgørende faktor, der 
skal beskrives og tages højde for i metalliske nanopartikler (Aschberger et al 2011, Hansen 
2009), ikke nødvendigvis er et meningsfuldt mål for stabilitet.
Stabilitet af kobber nanopartiklerne i henholdsvis deioniseret vand og saltvand
Partiklerne er i høj grad stabile i suspension i saltvand såvel som i deioniseret vand. 
Dermed adskiller disse typer af kobber nanopartikler sig fra, hvad der var forventet. Det 
havde været forventet, at nanopartiklerne ville have markant højere tendens til at udfældes i 
saltvand end i deioniseret vand. 
At tilstedeværelsen af salt ikke har betydning for stabiliteten, underbygger yderligere den 
tidligere nævnte hypotese om, at det ikke er elektrostatisk stabilisering, der er vigtigst for 
nanokobber suspensionen. 
Det konkluderes, at tilstedeværelsen af salt i vandet ikke er af afgørende betydning for 
stabiliteten af nanopartiklerne i suspension. Ud fra resultaterne af sedimentation af 
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nanokobberpartikler i saltvand,  kan det konkluderes, at stabiliteten er høj og når resultaterne 
sammenlignes med dem i deioniseret vand kan det konkluderes, at stabiliteten er ligesåhøj i 
saltvand som i deioniseret vand. Dermed har salt ingen indflydelse på sedimentation og 
dermed stabilitet af kobber nanopartikler, uanset om de har coating af PVP eller 
dehydroascorbinsyre. Stabiliteten af de PVP coatede kobber nanopartikler er måske en lille 
smule højere i begge typer vand end for de dehydroascorbinsyre coatede kobber nanopartikler.
Om dette er en signifikant effekt er ikke efterprøvet. Desuden er kobberkoncentrationen ikke 
helt sammenlignelig og effekten kunne også tilskrives højere aggregationsrate, som følge af 
højere koncentration af partikler. 
Udfældning af kobber nanopartikler i opslæmning med naturligt sediment
Fordelingen af kobber er heller ikke forskellig i saltvand henholdsvis deioniseret vand, når 
nanokobber suspensionen sammenblandes med anoxisk sediment.
Efter sammenblanding af kobber nanopartikler med anaerobt sediment i både saltvand og i 
deioniseret vand og efter 3 ugers sedimentation er koncentration af kobberet i vandet langt 
mindre end i sedimentet. Langt størstedelen af kobberet, der findes i sedimentet, er i den 
øverste del af sedimentet.
At den øverste del af sedimentet er betydeligt mere beriget med kobber tyder på, at kobber 
nanopartiklerne danner komplekser med sulfid eller organiske materialer, der derefter fældes 
ud i løbet af højst 3 uger og sandsynligvis en del kortere tid. Dette understøttes især af den 
markant anderledes fordeling af kobber i kontrol sedimentet end i de sedimenter ,hvor 
nanokobber har været tilsat. Her er kobberkoncentrationen i overfladen af sedimentet kun 
meget lidt højere end i vandet og det dybere sediment er klart det mest kobberholdige. Derfor 
kan kobberfordelingen i behandlingerne ikke forklares med, at kobberet i forvejen skulle have
en tendens til at befinde sig i de partikler, der sedimenterer sidst, altså de letteste.
En forklaring på at det øverste lag af sedimentet i kontrol sedimentet har så lavt 
kobberindhold er, at det er dette lag, der oksideres og dermed har mulighed for at frigive 
kobber til det overliggende vand i form af Cu2+ ioner.
Der er to forskellige muligheder for at forklare det observerede fænomen med høj 
kobberkoncentration i overfladen af sedimentet. 
Den ene er, at kobber nanopartiklerne danner komplekser med organisk materiale, der derefter
falder ud i takt med, at de vokser sig større, eller som konsekvens af, at kompleksets vægt og 
størrelse er ændret.
37
At nanopartiklerne bindes til partikulært organisk materiale og flokkulerer sammen med dette,
er beskrevet for CeO, PVP-Ag og SiO-Ag nanopartikler af Velzeboer et al (2014). Graden af 
aggregering og udfældning er uafhængig af saltkoncentration og nanopartikel type. Det kunne
formodes, at det samme gør sig gældende for kobber nanopartikler af den her anvendte type.
Den anden mulighed er, at sulfid reagerer med partiklerne og danner CuS i overfladen af 
partiklerne, der måske gør at coatingen løsnes eller bliver mindre effektiv. Selvom dette ikke 
kan hverken be- eller afkræftes her, er det værd at bemærke at Bu et al (2014) beskriver CuS 
nanopartikler syntetiseret med PVP som capping: "The primary CuS NPs greatly tend to self-
assembly into one-dimensional structures, which are triggered by short-range anisotropic 
dipolar attraction and enforced by long-range isotropic electrostatic repulsion. The further 
fusion of the assembled NPs generates 480 × 50 nm(2) CuS nanorods. Because the formation 
of nanorods enhances the internanorod van der Waals attraction, the nanorods finally self-
assembly into shuttle-like bundles in micrometer size." Brelle et al (2009) laver også CuS 
nanopartikler under tilstedeværelse af PVP, men beskriver også PVP som capping agent og 
ikke som stabilizing agent, men tilsætter dog ikke noget andet, der kan fungere som 
stabiliserende. 
Det må derfor formodes at PVP stadig har evnen til at binde til nanopartiklen, selv hvis den 
har fået CuS i overfladen.
Coating
Det var formålet at coating af PVP skulle erstatte den coating af dehydroascorbinsyre, der 
ville dannes spontant som følge af oxidationen af ascorbinsyre under syntesen (se Xiong et al 
2011). Det er tydeligt i TEM billederne, at der er en belægning på partiklerne, hvor PVP var 
tilsat under syntesen, og at belægningen var fraværende, eller i det mindste af en anden 
karakter  i den syntese, der ikke indeholdt PVP. Det konkluderes derfor, at coating af 
partiklerne med PVP er lykkedes i henhold til forventningerne baseret på Wu et al (2006). 
Derfor er PVP (10.000) betydeligt mere villig til at binde sig til kobber nanopartiklerne, 
hvilket også var at forvente baseret på litteraturen. Wu et al (2006) skriver om PVP coatingen:
“Although the fundamental mechanism has yet to be fully understood, it is believed that PVP 
can coordinate to the particles surface via O–Cu coordination bond and wrap around the 
particles with its long and soft polyvinyl chain to stop their growth and aggregation toward 
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bulk particles.” Xiong et al (2011) skriver om coatingen med dehydroascorbinsyre: “Cu 
nanoparticles are highly stable due to the extreme capping effect of the L-ascorbic acid and 
the dispersion effect of the polyhydroxyl structure. The extensive number of hydroxyl groups 
can facilitate the complexation of Cu nanoparticles to the molecular matrix by inter and 
intramolecular hydrogen bonding, and thus prevent the aggregation of Cu nanoparticles.” 
Dermed kan det forklares, hvorfor det lykkedes at skabe en PVP coating som add-on til 
synteseprocessen som beskrevet af Xiong et al (2011).
Coatingens betydning for stabilitet i vandigt medie og partiklernes størrelse diskuteres i de 
respektive afsnit herover.
Frigivelse af ioner til vandet
Frigivelsen af ioner forventes ikke at være særlig høj. Der er ved tilsætning af ammoniak til 
suspensionen ikke blevet detekteret noget signal fra det karakteristiske kobberkompleks. Dette
er dog ikke i sig selv særligt brugbart. Der findes få metoder til at afgøre spørgsmålet om, 
hvorvidt kobberet er på nanoform eller eksisterer som opløst kobber. De metoder, der bygger 
på bakterier der reagerer på kobber ioner, er i mine øjne ikke troværdige nok. Flere studier har
ført til den konklusion, at det er ionisk kobber, der er ansvarlig for toksiciteten, hvilket er i 
modstrid med mange andre undersøgelser. Samtidigt har disse metoder indikeret en betydelig 
frigivelse af ioner, hvilket ligeledes er i modstrid med mange andre undersøgelser. Det kan 
ligesåvel tolkes, som at bakterierne ikke er eksklusivt sensible for ionisk kobber, men i en 
hvis udstrækning også reagerer på nanopartiklerne.
Der er ikke blevet lavet nogen kvantitativ undersøgelse af frigivelse af kobberioner. Dette kan 
kritiseres, fordi det kan være af afgørende betydning for biotilgængeligheden, om kobberet 
findes som ioner eller nanopartikler. I hvilken grad kobberioner frigives fra nanopartiklerne 
kan dog betragtes som en egenskab ved partiklerne, der kan ændres af de fysisk-kemiskee 
betingelser partiklerne er udsat for. Dermed er dissolution af kobberioner medtaget i en 
beregning af biotilgængelighed af kobber fra kobber nanopartiklerne. Den er dog en fejlkilde 
i en beregning af biotilgængelighed af kobber nanopartiklerne. Hvis der for en af typerne af 
kobber nanopartikler er en betydeligt større frigivelse af kobber på ionform, er dette i sig selv 
interessant og kan have betydning for biotilgængeligheden af kobber. 
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Yderligere overvejelser
Ascorbinsyre forekommer naturligt overalt i miljøet og vil ikke formodes at have nogen effekt
ud over at kunne modificere pH. Koncentrationen er dog stadig så relativt beskeden, at det 
ikke burde have afgørende betydning. PVP betragtes som et ugiftigt og uproblematisk stof og 
burde derfor heller ikke være af afgørende betydning. Cl- ioner er giftige, men i saltvand er 
disse tilstede i koncentrationer, der overgår den, der er som reaktionsrest i meget høj grad og 
vil derfor formodentligt heller ikke have nogen afgørende betydning.
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DEL 2: Optag af kobber fra kobber
nanopartikler med to forskellige coatings
og af forskellig alder
Baggrund 
___________________________________________________________________________
Til forsøg med henblik på at om der er forskel i optag af kobber fra kobber nanopartikler med 
forskellig coating og alder i naturligt sediment anvendtes Capitella telata som test organisme. 
Capitella telata blev holdt i kultur i samme sediment som blev anvendt til forsøget. Forsøgets 
formål var at beskrive optag af kobber for ormene i sediment spiket med nanopartikler med 
forskellig coating og alder. Under forsøget blev vækst og mortalitet også undersøgt med det 
formål at identificere mulige toksiske effekter og at verificere at betingelserne var ens 
imellem behandlingerne.
Forskelle mellem behandlingerne (kobber nanopartikler med dehydroascorbinsyre coating 
med alder >1 år, kobber nanopartikler med dehydroascorbinsyre coating med alder 
~2måneder, kobber nanopartikler med PVP coating med alder >1 år, kobber nanopartikler 
med PVP coating med alder ~2måneder og kobberchlorid salt) tolkes som en effekt af coating 
og alder af partiklerne, da alle andre betydende faktorer er forsøgt holdt éns imellem 
behandlingerne. Partiklerne der anvendes er beskrevet ovenfor i Del 1. 
Størrelsesforskellen mellem partiklerne er så lille at det for de forsøg der føres i regi af dette 
speciale ikke forventes at være af betydning, selvom den var statistisk signifikant. Dai (2012) 
finder ingen signifikant forskel i biotilgænggelighed for kobber nanopartikler af forskellige 
størrelser for Capitella telata. 
Capitella telata er en sediment ædende børsteorm, der foretrækker finkornet sediment med 
højt organisk indhold (Tsutsumi 2001). Den spiser selektivt de finkornede dele af sedimentet, 
og derfor valgtes et meget finkornet sediment, for at sikre at heterogenitet i sedimentets 
struktur ikke var et muligt bias. Capitella telata trives i stærkt organisk beriget sediment og 
har en høj tolerence overfor sulfid (Thiermann et al 1996). Capitella er en velbeskreven art, 
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der ofte bruges i forsøgsopstillinger (Ramskov & Forbes 2008).
For alle orm indenfor en type behandling, antages det at væksten (r) er den samme. Dette er 
en rimelig antagelse for små orm af nogenlunde samme alder, som der anvendes her (Forbes 
& Lopez 1990). Der skal dog bemærkes at der er en tendens til, at jo ældre Capitella telata er,
desto lavere bliver vækstraten (Ramskov & Forbes 2008) i gennemsnit. Ramskov & Forbes 
(2008) har påvist, at vækst af  Capitella telata er højere, jo mere organisk materiale der er i 
sedimentet. Dog bruges kun sediment med op til 3% organisk indhold af en hurtigt omsættelig
karakter. Dette kan ikke direkte sammenlignes med det sediment der anvendtes i mine forsøg. 
Linton & Taghorn (2000) finder ligeledes en sammenhæng mellem vækst og sedimentets 
næringsindhold (udtrykt som proteinindhold) og at væksten når et plateu med en vækstrate på 
22% pr dag ved højt næringsindhold (4,7 mg protein/g sediment tørvægt), hvor vækst ikke 
længere påvirkes af øget næringsindhold. 
Forbes & Lopez (1990) finder, at volumenspecifik vækst havde høj variabilitet for enkelte 
orm, men at orm af størrelsen 0,5-3,5mm3 i gennemsnit havde en stabil vækstrate uafhængig 
af størrelse på 18-20% per dag under forhold med rigelig næring.
Derfor kunne det forventes, at der ikke ville være forskellig vækst imellem behandlingerne 
med de orm der blev brugt i denne opstilling.
Fra litteraturen (Dai 2012) forventes mortalitet på under 10% om ugen.
Partiklerne er coatede med henholdsvis dehydroascorbinsyre og PVP (10.000). Ud over øge 
partiklernes stabilitet i suspension er coating også en metode til at beskytte partiklen imod 
oxidation (Wu et al 2004). Derfor vil coatingens karakter og alder kunne betyde meget i 
forbindelse med sediment, hvor redox forhold spiller en rolle.
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Metode
Sediment
Naturligt sediment blev samlet ved Munkholmbroen i Isefjorden (55°40'N, 11°47'E) og siet 
ved hjælp af deioniseret vand således at kun fraktionen under 63µm var tilbage. 10% volumen
i våd tilstand af sediment fra samme kilde siet til under 125µm blev tilsat for at give en smule 
mere struktur. Sedimentet fik lov at bundfælde over 1 uge. Dernæst blev sedimentet frosset 
ved -21 grader Celsius. Efter optøning blev sedimentet vasket i filtreret saltvand ( <10µm, 
salinitet: 32 promille) 3 gange.
Tørvægt blev bestemt ved varmebehandling i 24 timer ved 115 grader C°.
Organisk indhold blev bestemt ved loss-on-ignition ved 550 grader C° i 6 timer.
Kobber baggrundsindhold blev bestemt ved AAS (som beskrevet i DEL 1 - Metode).
Kultur af Capitella telata
Siet naturligt sediment blev brugt til en kultur af Capitella telata (identificeret af J. Grassle 
(Dai 2012)). Der overførtes levende voksne orm fra en eksisterende kultur og de fik lov til at 
etablere sig. Tilsætning af sediment blev foretaget som foder efter behov. Kulturen blev holdt 
på ~17C°.
Spiking af sedimentet med kobber nanopartikler og CuCl
Sedimentet blev spiket med nanopartiklerne ved gradvis tilsætning under omrøring. 
Homogenisering i 72 timer på rystebord. 
Derefter blev koncentrationen af kobber målt ved AAS. Baseret på diskrepansen blev en 
yderligere tilsætning af nanokobber suspension gennemført, indtil en ønsket koncentration på 
~365µg kobber/g tørvægt (dw) sediment.
Eksponeringsforsøg
Capitella telata blev eksponeret for sediment spiket med kobber i multiwell plader. Der blev 
givet 3ml sediment per orm for at sikre at fødemangel ikke ville spille nogen rolle. Desuden 
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var det nødvendigt med en hvis masse sediment for at naturlignende tilstande kunne opnås og 
ormene kunne grave sig ned i sedimentet.
Der blev lavet 5 forskellige behandlinger;
sediment spiket med
1. kobber nanopartikler med dehydroascorbinsyre coating med alder >1 år, 
2. kobber nanopartikler med dehydroascorbinsyre coating med alder ~2måneder, 
3. kobber nanopartikler med PVP coating med alder >1 år, 
4. kobber nanopartikler med PVP coating med alder ~2måneder og 
5. kobberchlorid salt. 
Derudover blev nogle orm holdt i rent sediment. Disse orm blev ikke analyseret løbende som 
de øvrige behandlinger, men blev brugt til at måle påvirkningen af det naturlige sediment, der 
i sig selv havde et højt kobberindhold og for at kunne lave en baseline for vækst og mortalitet.
Dermed er der ikke tale om en egentlig brug af en kontrol gruppe.
Beregning af kropsvolumen af Capitella telata
Ormene blev siet fra sedimentet og forsigtigt fjernet fra deres burrows. Derefter blev de 
fotograferet i en stereolup med et kamera og analyseret med softwaren "Cell'D"
Som bevist af Self og Jumars 1978 kan volumen af en cylinder beregnes ud fra dens areal set 
fra siden og dens længde efter følgende formel:  V = πA^2/4L (Self and Jumars, 1978) Hvor V
er volumen, A er det tilsyneladende areal og L er længden. Dermed er det muligt at estimere 
kropsstørrelsen af orm ud fra to-dimensionelle data, såsom fotografi. Som nævnt er 
forudsætningen at det antages at ormen er en cylinder.
En genkalibrering af instrumentet blev foretaget før hver serie af målinger og hver gang 
forstørrelsen havde været ændret.
En tilnærmet faktor for omregning mellem kropsvolumen og tørvægt kan opnås ved at 
ormene har omtrent ~500µg dw/mm3, selvom det i et vist omfang afhænger af størrelsen. 
(Forbes & Lopez 1990).
Vækst af Capitella telata under forsøget
Vækst af ormene i forskellige behandlinger blev estimeret ud fra 12 orm pr behandling der 
blev fotograferet før og efter at de havde været i sedimentet i 7 dage. Ormene blev 
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fotograferet og målt. Derudfra blev deres størrelse beregnet under den forudsætning at ormene
er cylindre.
Vækst blev beregnet i procent forskel mellem dag 0 og dag 7. Forskel mellem behandlingerne
blev analyseret ved 1-vejs ANOVA.
Mortalitet af Capitella telata under forsøget
Mortaliteten blev beregnet på baggrund af alle orm der blev taget op af sedimentet efter 
eksponering indtil dag 20. For gruppen uden kobberspiking blev mortaliteten udelukkende 
beregnet på baggrund af overlevelsen i de 12 orm der blev taget af efter syvende dag. 
Optag af kobber 
Capitella telata blev siet ud af sedimentet, taget ud af deres burrows og skyllet i rent saltvand.
Derefter blev de efterladt i rent saltvand (10µm filtreret) i 15 timer for at defekere. 
Oprindeligt havde 12 timer været tiltænkt, men pilotforsøg gav at 15 timer var nødvendige for
at sikre komplet defekering.
Ormene blev fotograferet og målt og derefter blev 3-5 orm samlet til en prøve i AAS (grafit), 
hvor kobberindhold blev målt. Efterfølgende blev den samlede kropsvolumen for orm i hver 
prøve brugt til at beregne den gennemsnitlige kobberbyrde pr volumen orm per prøve.
Det var meningen at have 7 dages optag og derefter 7 dages depurering baseret på 
forventninger som i Dai (2012). Dog blev dette setup justeret, da der var en meget markant 
forsinkelse i optaget.  Derfor blev der ikke beregnet en biodynamisk model med optag og 
depurering.
Der er målt på orm på forskellige tidspunkter. Dag 1,3,4,5,7,10 og 20 efter at være overført til 
spiket sediment.
Sulfidmålinger
For at undersøge om sulfid spiller en rolle, blev der målt dybden til sulfidholdig zone i 
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sediment fra de forskellige behandlinger. Dette gjordes med sølvtråd, der villigt reagerer med 
sulfid. Sølvtråden blev markeret og sat i sedimentet således at mærket betegnede sedimentets 
overflade. Efter at have stået i sedimentet i 48 timer blev sølvtråden taget op og afstanden fra 
mærket til det sortnede stykke på sølvtråden blev målt. 
Måling af sulfid blev ud over de spikede sedimenter gjort i sediment tilsat PVP i 3 forskellige 
koncentrationer og sediment uden nogen tilsætning som kontrol.
På baggrund af maksimal mulig overførsel af PVP fra syntesen blev der foretaget en PVP 
spiking af sediment. 0,25g i 100 ml sediment, 0,12g i 100ml sediment og 0,005g i 100ml 
sediment. PVP blev først opløst i 6ml deioniseret vand, for at sikre sig en homogen 
opblanding. Derefter rørtes sediment og PVP opløsning sammen.
Sedimentet blev lagt i Wells og der tilsattes iltet saltvand. Proceduren var ligesom den der gik 
forud for at Capitella telata blev eksponeret i sediment.
Der blev dog ikke tilsat nogen orm i dette tilfælde. Efter 6 dage blev sølvnåle introduceret i 
sedimentet, således at et mærke på nålen flugtede med sedimentets overflade. Efter 2 dage 
blev nålene fjernet og målt og fotograferet.
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Resultater
Sediment
Tørstofindholdet i sedimentet er 39,73% +- 0,47 (standardafvigelse). Af tørstoffet udgør 
organisk materiale 91,23% +- 0,05.
Tørstoffet i 1 ml sediment er 0,67g.
Sedimentets kobber baggrund var 166µg Cu/g tørvægt.
Spiking af sediment
Kobberindholdet i sedimentet var for sediment spiket med dehydroascorbinsyre coating af 
alder >1 år: 366,284 µg/g tørvægt. For sediment spiket med dehydroascorbinsyre coating af 
alder ~2 måneder : 367,03 µg/g tørvægt. For sediment spiket med PVP coating af alder  >1 år:
363,107 µg/g tørvægt.  For sediment spiket med PVP coating af alder  ~2 måneder: 366,774 
µg/g tørvægt. For CuCl spiket sediment: 369,486µg/g tørvægt.
Vækst af Capitella telata
Væksten af Capitella telata gengives i de følgende 6 tabeller som volumen (mm3) forandring 
mellem dag 0 og dag 7 (7 dage, 1 uge) udtrykt i procent (%). Gennemsnit og 
standardafvigelse er angivet i figurteksten for hver af grupperne.
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Illustration 18:Vækst af Capitella telata på 7 dage i sediment 
spiket med dehydroascorbinsyre coatede kobber nanopartikler af 
alder >1år. (Bemærk, sorteret efter størrelse)
Gennemsnit er 14,77%, standardafvigelse er 34,15
Orm nummer Forskel (%)
Tore 03 a9 0,270 0,239 -0,032 -11,67
Tore 03 a4 0,278 0,267 -0,011 -3,95
Tore 03 a11 0,343 0,288 -0,055 -16,04
Tore 03 a12 0,361 0,380 0,019 5,30
Tore 03 a8 0,363 0,439 0,076 20,87
Tore 03 a5 0,655 0,539 -0,117 -17,82
Tore 03 a2 0,673 0,787 0,113 16,79
Tore 03 a1 0,836 -0,836 Død
Tore 03 a6 0,840 0,930 0,089 10,63
Tore 03 a7 0,876 1,137 0,262 29,89
Tore 03 a10 0,880 1,805 0,925 105,04
Tore 03 a3 2,569 3,171 0,601 23,41
Volumen 
(mm3) Dag 0
Volumen 
(mm3) Dag 7
Forskel 
(mm3/7dage)
Orm nummer Forskel (%)
Tore 06a12 0,277 0,197 -0,080 -28,80
Tore 06a2 0,288 0,378 0,090 31,20
Tore 06a1 0,314 0,379 0,065 20,76
Tore 06a7 0,504 -0,504 Død
Tore 06a6 0,580 0,670 0,089 15,41
Tore 06a4 0,597 0,672 0,075 12,60
Tore 06a10 0,766 0,769 0,003 0,41
Tore 06a8 0,780 0,860 0,080 10,20
Tore 06a5 0,960 1,229 0,269 27,99
Tore 06a11 1,164 1,498 0,334 28,70
Tore 06a3 1,390 1,701 0,312 22,42
Tore 06a9 1,982 2,273 0,291 14,68
Volumen 
(mm3) Dag 0
Volumen 
(mm3) Dag 7
Forskel 
(mm3/7dage)
Illustration 19:Vækst af Capitella telata på 7 dage i sediment 
spiket med dehydroascorbinsyre coatede kobber nanopartikler af 
alder ~2måneder. (Bemærk, sorteret efter størrelse)
Gennemsnit er 14,14%, standardafvigelse er 16,91
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Orm nummer Forskel (%)
Tore 04a5 0,205 0,167 -0,038 -18,74
Tore 04a6 0,265 -0,265 Død
Tore 04a4 0,292 -0,292 Død
Tore 04a2 0,436 0,467 0,031 7,12
Tore 04a3 0,680 0,517 -0,163 -24,02
Tore 04a7 0,799 0,539 -0,260 -32,50
Tore 04a12 0,940 0,670 -0,270 -28,69
Tore 04a1 0,982 0,759 -0,223 -22,70
Tore 04a11 1,060 1,020 -0,040 -3,80
Tore 04a8 1,081 1,295 0,214 19,80
Tore 04a9 1,145 -1,145 Død
Tore 04a10 2,423 -2,423 Død
Volumen 
(mm3) Dag 0
Volumen 
(mm3) Dag 7
Forskel 
(mm3/7dage)
Illustration 20:Vækst af Capitella telata på 7 dage i sediment 
spiket med PVP coatede kobber nanopartikler af alder >1 år. 
(Bemærk, sorteret efter størrelse)
Gennemsnit er -12,94%, standardafvigelse er 18,67
Orm nummer Forskel (%)
Tore 01 a7 0,449 0,464 0,015 3,14
Tore 01 a1 0,553 0,803 0,250 31,15
Tore 01 a9 0,676 0,824 0,148 17,96
Tore 01 a2 0,927 0,967 0,041 4,20
Tore 01 a11 1,056 1,082 0,027 2,45
Tore 01 a3 1,194 1,292 0,098 7,59
Tore 01 a5 1,336 1,443 0,107 7,44
Tore 01 a14 1,394 1,493 0,100 6,66
Tore 01 a6 1,396 1,511 0,115 7,62
Tore 01 a4 1,472 1,648 0,176 10,69
Tore 01 a10 1,480 1,692 0,211 12,49
Tore 01 a8 2,205 1,704 -0,501 -29,43
Volumen 
(mm3) Dag 0
Volumen 
(mm3) Dag 7
Forskel 
(mm3/7dage)
Illustration 22:Vækst af Capitella telata på 7 dage i sediment 
spiket med kobber chlorid (CuCL). (Bemærk, sorteret efter 
størrelse)
Gennemsnit er 6,83%, standardafvigelse er  13,88
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Orm nummer Forskel (%)
Tore 05a7 0,253 -0,253 Død
Tore 05a6 0,463 0,479 0,016 3,43
Tore 05a10 0,919 0,665 -0,253 -27,56
Tore 05a3 0,968 0,668 -0,299 -30,93
Tore 05a5 1,062 0,931 -0,131 -12,35
Tore 05a11 1,149 1,166 0,017 1,52
Tore 05a1 1,247 1,202 -0,044 -3,56
Tore 05a4 1,591 1,289 -0,302 -18,98
Tore 05a9 2,319 -2,319 Død
Tore 05a12 3,115 3,263 0,148 4,75
Tore 05a8 3,446 3,453 0,007 0,20
Tore 05a2 3,608 3,892 0,284 7,86
Volumen 
(mm3) Dag 0
Volumen 
(mm3) Dag 7
Forskel 
(mm3/7dage)
Illustration 21:Vækst af Capitella telata på 7 dage i sediment 
spiket med PVP coatede kobber nanopartikler af alder 
~2måneder. (Bemærk, sorteret efter størrelse)
Gennemsnit er -7,56%, standardafvigelse er 14,02
Der blev foretaget en 1-vejs ANOVA (p≤0,05) på den procentuelle vækst af orm i de 6 
grupper og efterfølgende Tukey test, der opsummeres herunder.
Den eneste forskel mellem grupper der ved Tukey post hoc test var signifikant ved 0,05 
konfidensinterval (signifikant) var i vækst af orm mellem sediment spiket med PVP coatede 
nanopartikler af alder >1år og rent sediment (kontrol gruppen). Her var p=0,039.
For konfidensinterval 0,10 (marginalt signifikant) var der også signifikant forskel i vækst af 
orm mellem sediment spiket med PVP coatede nanopartikler af alder ~2måneder og rent 
sediment (kontrol gruppen). p=8,204
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Illustration 23:Vækst af Capitella telata på 7 dage i sediment 
uden tilsætning af kobber (Rent). (Bemærk, sorteret efter 
størrelse)
Gennemsnit er 22,10%, standardafvigelse er  37,43
Orm nummer Forskel (%)
Tore 01 b3 0,135 0,121 -0,014 -10,19
Tore 01 b10 0,309 0,220 -0,090 -28,97
Tore 01 b9 0,392 0,323 -0,069 -17,55
Tore 01 a15 0,408 0,460 0,052 12,82
Tore 01 b4 0,562 0,505 -0,057 -10,18
Tore 01 b13 0,562 0,830 0,267 47,56
Tore 01 b11 0,630 0,979 0,349 55,33
Tore 01 b7 0,683 1,121 0,438 64,09
Tore 01 b14 0,734 1,304 0,570 77,57
Tore 01 b6 0,988 1,472 0,485 49,06
Tore 01 b8 1,606 -1,606 Død
Tore 01 b5 1,820 1,885 0,065 3,59
Volumen 
(mm3) Dag 0
Volumen 
(mm3) Dag 7
Forskel 
(mm3/7dage)
Illustration 24:Resultater af ANOVA på vækst (% 
volumen/uge)
Kobber koncentration i hele orm
Kobber koncentration i hele Capitella telata over tid vises for orme fra hver af de 5 kobber 
spikede sedimenter. Bemærk at skala på y-aksen ikke er éns imellem figurerne!
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Illustration 26:Vævskoncentration (µg Cu/mm3), (y-akse) i Capitella telata over tid (x-akse) 
der har levet i sediment spiket med Dehydroascorbinsyre coatede kobber nanopartikler af 
alder ~2måneder
Dag 1 Dag 3 Dag 4 Dag 5 Dag 7 Dag 10 Dag 20
0
0,05
0,1
0,15
0,2
0,25
0,3
0,35
0,4
Illustration 25:Vævskoncentration (µg Cu/mm3), (y-akse) i Capitella telata over tid (x-akse) 
der har levet i sediment spiket med Dehydroascorbinsyre coatede kobber nanopartikler af 
alder >1år
Dag 1 Dag 3 Dag 4 Dag 5 Dag 7 Dag 10 Dag 20
0
0,05
0,1
0,15
0,2
0,25
0,3
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Illustration 28:Vævskoncentration (µg Cu/mm3), (y-akse) i Capitella telata over tid (x-akse) 
der har levet i sediment spiket med PVP coatede kobber nanopartikler af alder ~2måneder.
Dag 1 Dag 3 Dag 4 Dag 5 Dag 7 Dag 10 Dag 20
0
0,02
0,04
0,06
0,08
0,1
0,12
0,14
0,16
0,18
0,2
Illustration 27: Vævskoncentration (µg Cu/mm3), (y-akse) i Capitella telata over tid (x-akse) 
der har levet i sediment spiket med PVP coatede kobber nanopartikler af alder >1år
Dag 1 Dag 3 Dag 4 Dag 5 Dag 7 Dag 10 Dag 20
0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
Resutater for ANOVA test på værdierne fra dag 7
Par der gav singifikans i post-hoc Tukey test (p≤0,05)
AO - PO
AO - CC
AO - REN
AN - PO
AN - CC
AN - REN
Hvor 
➢ AO = Capitella telata fra sediment spiket med dehydroascorbinsyre coatede 
kobber nanopartikler af alder >1år.
➢ AN = Capitella telata fra sediment spiket med dehydroascorbinsyre coatede 
kobber nanopartikler af ~2 måneder.
➢ PO = Capitella telata fra sediment spiket med PVP coatede kobber 
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Illustration 30 Resultater af 1-vejs ANOVA mellem kobber 
koncentrationen (µg Cu/mm3) af hele Capitella telata på dag 7
af forsøget.
Illustration 29:  Vævskoncentration (µg Cu/mm3), (y-akse) i Capitella telata over tid (x-akse) 
der har levet i sediment spiket med Kobberchlorid (CuCl)
Dag 1 Dag 3 Dag 4 Dag 5 Dag 7 Dag 10 Dag 20
0
0,02
0,04
0,06
0,08
0,1
0,12
0,14
0,16
nanopartikler af alder >1år.
➢ PN = Capitella telata fra sediment spiket med PVP coatede kobber 
nanopartikler af alder >1år
➢ CC = Capitella telata fra sediment spiket med kobberchlorid (CuCl).
➢ REN =  Capitella telata fra sediment uden tilsat kobber.
Det vil sige at der mellem behandlingerne med dehydroascorbinsyre coatede kobber 
nanopartikler og de øvrige behandlinger var parvis signifikant forskel, medens der ikke var 
signifikant forskel mellem det rene sediment og nogen andre end ormene fra sediment med 
kobber nanopartikler med dehydroascorbinsyre.
Par der gav singifikans i post-hoc Tukey test (p≤0,05)
AO - AN
AO- CC
AN- Alle andre behandlinger.
Hvor 
➢ AO = Capitella telata fra sediment spiket med dehydroascorbinsyre coatede 
kobber nanopartikler af alder >1år.
➢ AN = Capitella telata fra sediment spiket med dehydroascorbinsyre coatede 
kobber nanopartikler af ~2 måneder.
➢ PO = Capitella telata fra sediment spiket med PVP coatede kobber 
nanopartikler af alder >1år.
➢ PN = Capitella telata fra sediment spiket med PVP coatede kobber 
nanopartikler af alder >1år
➢ CC = Capitella telata fra sediment spiket med kobberchlorid (CuCl).
Bemærk at ingen gruppe uden kobbertilsætning eksisterer.
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Illustration 31:Resultater af 1-vejs ANOVA mellem kobber 
koncentrationen (µg Cu/mm3) af hele Capitella telata på dag 
20  af forsøget.
Overlevelse
Sulfid målinger
Observation til sulfid. Grænsen falder i løbet af tid.
Illustration 33:Gennemsnit og standardafvigelse af målinger af 
dybde for frit sulfid, påvist ved sølvtråd. 
(n=3 for alle NP og CuCl, n=4 for de øvrige)
55
Illustration 32:Procentvis fordeling af levende og døde orm for 
hver af de 6 behandlinger. Bemærk at antallet af orm varierer.
Behandling af sediment n (antal orm)
12 91,7 8,3
63 92,1 7,9
63 90,5 9,5
75 56,0 44,0
70 54,3 45,7
63 92,1 7,9
Procent 
levende
Procent 
døde
Uden spiking
Suspension af DA coatede 
kobber nanopartikler, >1år
Suspension af DA coatede 
kobber nanopartikler, ~2m
Suspension af PVP coatede 
kobber nanopartikler, >1år
Suspension af PVP coatede 
kobber nanopartikler, ~2m
CuCl
Tukey (0,05) signifikant
CC/REN - PO/PN /PVP 0,2636
PN - AO/CC/REN/PVP 0,0119
Hvor 
➢ AO = Sediment spiket med dehydroascorbinsyre coatede kobber 
nanopartikler af alder >1år.
➢ AN = Sediment spiket med dehydroascorbinsyre coatede kobber 
nanopartikler af ~2 måneder.
➢ PO = Sediment spiket med PVP coatede kobber nanopartikler af alder >1år.
➢ PN = Spiket med PVP coatede kobber nanopartikler af alder >1år
➢ PVP 0,2636 = Sediment spiket med 0,2636g PVP i 100ml sediment.
➢ PVP 0,1208 = Sediment spiket med 0,1208g PVP i 100ml sediment.
➢ PVP 0,0119 = Sediment spiket med 0,0119g PVP i 100ml sediment.
➢ CC = Sediment spiket med kobberchlorid (CuCl).
➢ REN = Sediment som det er.
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Illustration 34:Resultater for 1-vejs ANOVA test (p ≤ 0,05) af 
afstanden (mm3) fra sedimentets overflade til hvor sulfid kunne
påvises ved misfarvning af sølvtråd.
Diskussion
Sedimentet
90% organisk materiale af tørvægt er meget højt. Dette afspejles også i, at sedimentet er 
anoxisk. Det er dog observeret, at overfladen oxideres. Derfor må en stor del af det organiske 
materiale være svært nedbrydeligt (refractory detritus).
Optag af kobber
Der var et plateau i kobberkoncentration i Capitella telata de første fem dage. Dette var 
uventet. For hurtigt voksende organismer er det vigtigt at indregne væksten, da fortynding af 
kropskoncentrationen igennem vækst helt kan overskygge optaget (Rainbow & Louma 2008).
Dog var væksten af ormene beskeden i alle behandlingerne, hvilket vil blive diskuteret 
grundigt herefter. Derfor må dette ikke formodes at være tilfældet.
Under den antagelse at optag gennem føden er den vigtigste rute, ad hvilken kobber optages i 
Capitella telata kunne æderate være en vigtig parameter. Dermed er der ikke noget synderligt 
optag over epidermis eller gæller. Lav æde-rate gør at ormenes fordøjelsessystem ikke 
udsættes for så meget kobber per tidsenhed. Dette kan ses understøttet af, at det var 
nødvendigt at øge tiden for defekation til 15 timer, i stedet for de 12 timer, der på baggrund af 
Dai (2012) var formodet at være mere end rigeligt. Det var dog ikke muligt at kvantificere 
æderate, da sedimentet havde en tendens til at danne granuler, der lignede fecal pellets meget. 
Det kan også være at det høje sulfidindhold i sedimentet gjorde, at det tog noget tid før 
ormene begyndte at æde. Selvom de var gravet ned i sedimentet, betyder det ikke 
nødvendigvis, at de spiste sig vej derned. Ved PN og PO var der i de første 3 dage flere af 
ormene, der opholdt sig på overfladen af sedimentet, hvorimod de havde gravet sig ned i løbet
af få timer i de andre behandlinger.
Uafhængigt af antagelser om æderate ser det ud til at biotilgængelighed af kobber for 
Capitella telata fra kobber nanopartikler uanset alder eller coating er styret af tilstedeværelsen
af sulfid. Om partiklerne opfører sig som AVS-SEM teori forudsiger vides ikke, men sulfid 
må have en effekt på biotilgængeligheden. 
Optag af kobber på form af nanopartikler med og uden PVP coating er afhængig af 
tilstedeværelsen af sulfid i sedimentet. Optag af kobber fra (eller i form af) nanopartikler kan 
dermed formodes at følge AVS-SEM teori. Dette må undersøges grundigere i et andet 
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eksperimentelt design, for at afgøre om sammenhængen er den samme som for opløst kobber. 
Dog kan det ud fra disse resultater i høj grad sandsynliggøres, at det forholder sig således. Det
kan desuden konkluderes, at optaget af kobber fra sedimentet er afhængigt af tilstedeværelsen 
af sulfid, uanset om der var tale om nanopartikler eller opløst kobber. 
Dette kunne tolkes som en indikation for at kobber optages i ionform fra nanopartiklerne. Det 
kunne dog også være, at sulfid påvirker overfladen af partiklerne og forhindrer optag gennem 
de ruter partiklerne ellers ville have været optaget.
Der er muligt, at de undersøgte nanopartikler reagerede med sulfid således, at der blev dannet 
et CuS lag på overfladen af partiklen, der fortrængte den adsorberede polymer og dermed 
gjorde partiklen mindre stabil i vand. Dermed ville vandopløseligheden være lavere og 
kobberet mindre tilgængeligt. Dette ville knytte an til forestillingen om at biotilgængelighed 
er styret af koncentrationen af metal i porevandet (Rainbow & Luoma 2008). Hvis det dog 
forholdt sig sådan, at coatingen blev fjernet, ville nanopartiklen forblive uden coating 
efterfølgende og dermed ikke længere være i stand til at forblive i suspension.
Kobberoptag bliver tydeligt fra dag 7 og der er ifølge en envejs ANOVA signifikant forskel 
mellem grupperne. Post hoc Tukey test viser signifikant forskel i kobberkoncentration mellem
orm fra dehydroascorbinsyre coatede kobber nanopartikler - uafhængigt af alder og alle de 
øvrige behandlinger i parvise test. (konfidensinterval i alle tilfælde 0,05). Dermed bør det 
tolkes som at dehydroascorbinsyre coatede nanopartikler har  en anderledes tilgængelighed 
end kobberchlorid og PVP coatede kobber nanopartikler. Dog er  kobberkoncentrationen 
imellem behandlingerne med kobberchlorid og sediment uden kobberspiking ikke forskellig. 
Det samme gør sig gældende for PVP coatede nanopartikler.
Dag 20 viste ANOVA ligeledes, at der var signifikant forskel mellem grupperne. 
Kobberkoncentrationen i orm fra sediment spiket med dehydroascorbinsyre coatede kobber 
nanopartikler af alder ~2måneder var i parvise sammenligninger forskellig fra alle andre 
behandlinger.  Kobberkoncentrationen i orm fra sediment spiket med  dehydroascorbinsyre 
coatede kobber nanopartikler af alder >1 år var ud over førnævnte signifikant forskellig fra 
CuCl. Bemærk at ingen orm fra uspiket sediment var med i sammenligningen. På baggrund af
ANOVA resultaterne og Tukey test må det konkluderes, at der er forskel i 
biotilgængeligheden af nanopartikler med dehydroascorbinsyre coating og kobber chlorid. 
Ormene i sedimentet spiket med PVP coatede nanopartikler udviste forskellig vækst og kan 
derfor ikke sammenlignes med. Derudover ville en sådan sammenligning være meget usikker,
da andre vigtige betingelser heller ikke er éns imellem behandlingerne. Det gælder for forhold
omkring sulfid og for adfærd m.h.t fødeindtag (forventet æderate), hvilket vil blive diskuteret 
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herunder.
Den meget høje værdi på dag 10 for kobberkoncentrationen i orm fra sediment spiket med  
PVP coatede kobber nanopartikler af alder >1 vurderes til at være en fejl, der må forklares ud 
fra at en orm ikke har defekeret (evt. som følge af beskadigelse under håndtering) eller at 
prøven er blevet forurenet.
Kobber er mere biotilgængeligt fra sediment spiket med kobber nanopartikler end fra 
sediment spiket med CuCl. Det må dog bemærkes, at hvis der er tale om to forskellige veje ad
hvilke kobberet optages, kan den relativt høje baggrundskoncentration have en betydning på 
dette. Ormene levede dog i samme type sediment, og må forventes at være i steady-state 
(Rainbow & Luoma 2008) med baggrunds koncentrationen i sedimentet. Dermed kan det ikke
forklares ud fra, at kobber både bliver taget op fra baggrundskoncentrationen ad én rute og fra
puljen af nanopartikler i sedimentet ad en anden rute. Overvejelsen er dog stadig relevant, da 
ruterne for optag af nanopartikler og af kobberioner sandsynligvis er forskellige (Klaine et al 
2008). Derfor kan kobber potentielt blive taget op ad begge ruter samtidigt. Hvis det 
forudsættes at dette er tilfældet, vil forskellen imellem optaget af kobber fra sediment med 
ældre og nyere nanopartikler kunne forklares med, at partiklerne taber kobberioner til væsken 
omkring dem (dissolution) over tid.
Mortalitet
Den høje mortalitet i behandlingerne med PVP er markant anderledes end i de øvrige 
behandlinger.
Den må forklares ud fra den lavere iltgennemtrængning i sedimentet og muligvis også det 
overliggende vand i et vist omfang. Capitella telata er en pionerart i sediment med højt 
organisk indhold og dermed lavt iltindhold. Capitella telata er dog alligevel ligesom alle 
andre dyr afhængige af at få tilført ilt fra omgivelserne for at kunne gennemføre sin 
metabolisme. At der er negativ vækst i ormene med PVP i sedimentet, er en tydelig indikation
på, at ormene ikke er i stand til at omsætte energi i deres stofskifte. Den anden mulige 
forklaring er toksicitet. Der er dog ikke nogen toksicitet fra PVP (se Del 1) polymeren, 
selvom monomeren er toksisk. 
Kobberbyrden i ormene er ikke  høj nok til, at kunne forklare nogen påvirkning på mortalitet 
eller på vækst. Især da der ikke er nogen dosis-respons sammenhæng.
Derfor konkluderes det, at iltmangel har ført til negativ vækst og i visse tilfælde død for 
Capitella telata.
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Vækst
Ormene voksede i alle behandlinger bortset fra behandlingerne med PVP. Der blev observeret 
negativ vækst for begge behandlinger med sediment spiket med partikler med PVP coating (-
8% vækst pr uge for partikler med alder ~2 måneder og -13% vækst pr uge for nanopartikler 
med alder >1år).
Væksten i ormene i det sediment der ikke var tilsat kobber var størst (~22% vækst pr uge). 
Dernæst kom behandlingerne med dehydroascorbinsyrecoating (~14% vækst pr uge). 
Behandlingerne spiket med kobberchlorid havde en lavere, men dog positiv vækst (~7% 
vækst pr uge). Som det vil blive diskutere senere, var dette dog ikke koblet til 
kobberkoncentration i ormenes væv, og kan derfor ikke tolkes som en toksisk effekt. Der var 
meget store udsving i væksten i hver af behandlingerne, hvilket er i overensstemmelse med, 
hvad Forbes & Lopez (1990) har beskrevet. Vækstraten fundet her, er lav i alle behandlinger 
(sammenlignet med Ramskov & Forbes 2008, Linton & Taghorn 2000, Forbes & Lopez 1990,
Dai 2012), inklusiv kontrol, hvilket må føre til en formodning om, at ormene har haft vilkår, 
der var langt under optimale betingelser. Dette ville også kunne forklare, hvorfor der var 
negativ vækst i nogle orm. Mest markant er forskellen mellem ormene i sediment spiket med 
suspension af PVP coatede nanopartikler og de øvrige (især kontrol gruppen). Det er 
nødvendigt at sandsynliggøre en forklaring på dette fænomen. Forskellene mellem de andre 
grupper kan være et resultat af, at spredningen i data er så stor, at tilfældigheder spiller en 
afgørende rolle. Der vil dog blive knyttet nogle få overvejelser til, hvad der kunne have 
betydning for forskellene.
Capitella telata er kendt for at have meget høj tolerance overfor sulfid (Thiermann et al 1996) 
og er i et vist omfang endda i stand til at bruge sulfid i metabolismen, men kræver dog 
alligevel, at overfladen af sedimentet er iltet (Tsutsumi et al 2001). Under fuldt anoxiske 
betingelser, som for eksempel opstår under fiskeopdræt om sommeren, forsvinder 
populationen og koloniserer derefter igen hurtigt, når der er tilgængelig ilt i overfladen igen 
(Tsutsumi et al 2001). For behandlingerne spiket med suspension af nanopartikler med PVP 
coating var dybden for frit sulfid i sedimentet (målt ved misfarvning af sølv) næsten lig 0 og 
dermed kunne kravet om et oxideret overfladelag, for at en population opretholdes, ikke 
indfries. Det er derfor i høj grad sandsynligt, at negativ vækst er et resultat af forskellige 
forhold omkring sulfid. Sulfidkoncentration er dog ikke en forklaringsfaktor, der stemmer 
overens med forskellene imellem de øvrige grupper. CuCl spiket sediment havde lavere 
sulfidgrænse end sediment spiket med suspension af nanopartikler coatet med 
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dehydroascorbinsyre, medens væksten har tendens til at være højere for orm udsat for 
sediment spiket med suspension af nanopartikler coatet med dehydroascorbinsyre. Ifølge 
litteraturen er det dog at forvente, at sulfid koncentration ikke er af afgørende betydning. Det 
der derimod formodes at have en afgørende effekt, er tilstedeværelse eller fravær af ilt i 
vandet umiddelbart over sedimentets overflade. Dette stemmer overens med Tsutsumis (2001)
observationer og den hyppigt observerede høje tolerance overfor sulfid.
Sulfids rolle
Sulfid virker til at være afgørende for biotilgængeligheden af kobber nanopartiklerne, da der 
ikke observeredes optag af kobber i startfasen af forsøget. Som argumenteret ovenfor kan 
adfærd og æderate have haft en betydning, men i det mindste kan det så hævdes at være sandt 
for interaktion med hud og gæller. Det er værd at bemærke, at kobberoptag skete efter nogen 
tid, og at det for de behandlinger, der var tilsat suspension af PVP coatede nanopartikler og 
havde væsentligt højere niveau af sulfid, havde lavere kobberoptag end de andre 
behandlinger. Det kunne tænkes, at adsorption kobber nanopartikler til ormene ikke er mulig 
under tilstedeværelse af sulfid. At der muligvis er en sammenhæng mellem sulfid og 
kobberoptag stemmer godt overens med, hvorledes kobber i sedimentet forventes at være 
biotilgængeligt, når det er på ion form (Simpson et al 2012). Når acid volatile sulfide (AVS) 
(alle typer sulfid, der frigives under tilsætning af HCl) er tilstede i et omfang (målt i mol), der 
overstiger simultaneous extracted metals (SEM), forudsiger teorien ingen biotilgængelighed 
og toxicitet fra kobber samt cadmium, nickel, bly og zink (Simpson et al 2012). Dette har dog 
vist sig ikke altid at være tilfældet og især bentiske polychaeter (samt nogle andre bentiske 
invertebrater) kan optage metaller, selvom SEM-AVS er større end 0 (Jonge et al 2009). Dette 
forklarer Jonge et al (2009) ud fra, at forholdene i fordøjelseskanalen af organismerne kan 
adskille sig betydeligt fra forholdene i det omkringliggende sediment og dermed kan 
begunstige biotilgængelighed af metaller, heriblandt kobber, ved at frigive kobber fra 
forbindelser med svovl (Jonge et al 2009). Bentiske orm laver også ofte gange, der bliver 
tilført iltet vand fra overfladen og dermed oxiderer sulfid i umiddelbar nærhed af ormen, uden
at det nødvendigvis er nok til at forskyde det totale budget af AVS-TEM, afhængigt af  med 
hvor fin opløsning det måles. Generelt er AVS SEM teori omdiskuteret, men der er dog ingen 
tvivl om, at der er en vigtig sammenhæng imellem AVS og biotilgængelighed og dermed 
toxicitet fra metaller (Meysman & Middelburg 2005).
CuS bliver til Cu2S, dernæst til Cu2O og til sidst CuO når det oksideres (Maat et al 2005). Det
er uvist om redox forholdene i nanopartiklernes overflade er således, at der dannes CuS eller 
om der kun bliver dannet Cu2S, analogt til at partiklerne formodes hovedsageligt at være  
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Cu2O når de oprindeligt har været metalliske (Salavati-Niasari & Davar 2009, Baco-Carles et 
al 2011). Det er også uvist, om kobberatomer formår at forblive del af den krystalline struktur 
i nanopartiklen, når redox reaktioner mellem kobber, svovl og ilt påvirker dem. Hvis kobber 
atomer brydes ud af nanopartiklen som følge af reduktion med sulfid, vil det kunne have stor 
betydning for mobilisering af kobber fra nanopartikler. 
Sulfids rolle for vækst og levevilkår for Capitella telata diskuteres mere udførligt under 
"Vækst". Selvom Capitella telata er en art, der er tilpasset til at leve i organisk beriget 
sediment og dermed under forhold med lav tilgængelighed af ilt, er ilt dog stadig en 
nødvendighed for overlevelse og trivsel. Sulfid reagerer meget hurtigt med ilt (Gibbs free 
energy) og er i høj grad en indikator for ilt-frie betingelser. Selv udenfor det område hvor der 
forefindes sulfid, kan der være anoxiske eller suboxiske betingelser. I et tilfælde som i de 
sedimenter der var spiket med PVP coatede nanopartikler, hvor sulfid kunne påvises helt op til
overfladen af sedimentet, må det formodes, at der er ilt-frie forhold i vandet umiddelbart over 
sedimentet, da dette ellers ville oxidere sulfid under de betingelser der er ( ~1 atm, ~16C). 
Desuden kan det formodes, at der er lav tilgængelighed af ilt i resten af vandet.
Dermed har sulfid en rolle at spille i vækst og trivsel af ormene, hvilket har påvirket 
resultaterne i dette forsøg. 
PVPs rolle
Tilstedeværelsen af PVP førte tydeligvist til at grænsen for, hvor sulfid var tilstede, flyttedes 
opad imod overfladen. Effekten ser ud til at være koncentrationsafhængig.
PVP er ikke den eneste forklarende faktor, for den observerede diskrepans imellem sulfid 
forholdene under forsøgene med Capitella telata. Det må formodes, at ascorbinsyren og/eller 
dennes oxiderede produkter semidehydroascorbinsyre og dehydroascorbinsyre også spiller en 
rolle. Dette understøttes endvidere af, at den sulfidfrie zone var dybere i det sediment, der var 
spiket med CuCl, end i det sediment, hvor nanopartiklerne og dermed også ascorbinsyren var 
tilstede. Resultaterne af målingerne af dybden for fri sulfid tillader den tolkning, at det er en 
synergi mellem PVPs effekt på redox forholdene og ascorbinsyrens effekt på redox, der giver 
den markante (og i dette forsøg problematiske effekt). Når PVP og ascorbinsyre var tilstede, 
viste ANOVA (p ≤ 0,05) og efterfølgende post hoc Tukey test i begge tilfælde en signifikant 
forskel til de behandlinger, der hverken havde fået tilsat PVP eller ascorbinsyre. Det samme 
gjorde det sediment med udelukkende PVP tilsat med den højeste PVP koncentration. Ud fra 
betragtning af figuren over gennemsnit og standardafvigelse af målingerne af sulfid er det 
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også let at overbevise sig selv om, at der er en effekt af både ascorbinsyre og af PVP. 
Derudover foranlediges man også til at fornemme, at der er en tydelig respons som følge af 
koncentrationen af PVP.
Effekten af PVP på sulfidforholdene er markant, hvilket var overraskende. 
En redox effekt virker ikke så sandsynlig, og PVP omtales i litteraturen generelt ikke som 
reduktant. Wu et al (2004) beskriver eksempelvis en syntese af kobber nanopartikler med PVP
som coating og ascorbinsyre som reduktant. Mishra et al (2011) beskriver PVP som 
reducerende, men angiver ikke et reduktionspotentiale. Tu et al (2008) beskriver i et studie af 
PVPs rolle for stabilisering af forskellige metaller, at PVP har forskelligt reduktionspotentiale 
for forskellige typer af metaller og at styrken for interaktion med metallet ikke altid fulgte 
redox potentialet i metallet. Kan et al (2005) viser, at frie metalliske ioner interagerer mere i 
redox interaktioner med PVP end komplekse ioner hvori metaller indgår, hvilket de forklarer 
således:"This is explained based on the coordinative field of polar group in PVP molecules".
Tu et al (2008) lægger vægt på, at interaktionen mellem metal ioner og PVP ikke direkte er 
redox, men at PVP interagerer med metal ionerne og dermed ændrer på koncentrationen af 
ioner til rådighed for redox interaktioner :"The interaction between metal ions and PVP will 
have effect on the concentration of metal ions, and thereby on the reduction potential. That is 
to say, the interaction influences formation of the colloids."
Hvad end redox potentialet måtte være, er det usandsynligt, at det er stort nok til at gøre sig 
relevant i højere grad end ascorbinsyren, når det befinder sig i et medie, som er præget af 
mødet mellem ilt og sulfid.  
Jeg foreslår at forklaringen er, at PVP danner komplekser med organiske molekyler og 
dermed skaber en struktur, der er mindre gennemtrængelig for ilt end sedimentet i sig selv 
ville være. Dermed beskyttes sedimentet fra oxidation. PVP adsorberer villigt til organiske 
molekyler og danner store makromolekyler, der altså ændrer karakteristika ved sedimentets 
matrix. Dermed er iltgennemtrængning og vandudskiftning sænket. Denne forklaringsmodel 
kan tentativt understøttes af, at PVP er kendt for at reducere strømningshastighed.
Polymerer (herunder PVP) bruges i olieledninger til at reducere 'drag', altså friktion med 
indersiden af røret. Dette sker ved at polymeren lægger sig imellem olien og rørets inderside 
og dermed forhindrer turbulens. Det er desuden kendt i olie og gasindustrien, at polymerer er 
uønskede i systemer, der i forvejen har lav permeabilitet, da blokeringer opstår 
(imperial.ac.uk). 
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Konklusion
Det var muligt at tilsætte PVP til syntesen af kobber nanopartikler og dermed opnå en coating 
af partiklerne.
Kobber nanopartikler med og uden PVP coating var i høj grad stabile i suspension. 
Stabiliteten adskilte sig ikke imellem de to typer coating. Sterisk stabilisation er sandsynligvis
primært ansvarlig for denne stabilitet. Zeta potentiale var ikke en brugbar parameter for at 
beskrive stabiliteten af nanopartiklerne.
Kobber nanopartiklerne var stabile i både deioniseret vand og i saltvand.
Kobber nanopartiklerne precipiterer i høj grad i både deioniseret vand og saltvand når de 
rystes sammen med reduceret sediment med højt indhold af organisk meteriale. 
Koncentrationen af kobber i Capitella telata øgedes først efter 7 dage. Koncentrationen af 
kobber per kropsvolumen var større og signifikant forskellig for orm der havde levet i 
sediment spiket med kobber nanopartikler sammenlignet med orm der havde levet i sediment 
spiket med CuCl fra dag 7 og dag 20. Sammenligning mellem kobberkoncentrationen i væv 
fra orm der havde levet i sediment spiket med nanopartikler af forskellig alder gav en 
signifikant forskel mellem dehydroascorbinsyre coatede kobber nanopartikler af alderen > 1 
år og ~2 måneder på dag 20. 
Kobber er mere biotilgængeligt fra dehydroascorbinsyre coatede kobber nanopartikler end 
CuCl i naturligt sediment under det beskrevne forhold.
Kobber er mere biotilgængeligt fra dehydroascorbinsyre coatede kobber nanopartikler  
alderen > 1 år end fra dehydroascorbinsyre coatede kobber nanopartikler af alderen ~2 
måneder på i naturligt sediment under det beskrevne forhold.
PVP (Poly-VinylPorrilidon) gav en dosis afhængig og tydelig hæmning af oxidation af 
sedimentet.
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Perspektivering
Tilgangen der her er fulgt er interessant i forhold til at sige noget om hvordan nanopartikler 
opfører sig i naturligt medie. Dog er det problematisk at de præcise dynamikker ikke kan 
identificeres. Dette var forventet fra start, som beskrevet i forordet. Det er dog værd at bide 
mærke i at nogle parametre kunne være blevet målt sideløbende uden at det ville være alt for 
krævende.
Æderate og sulfid burde have indgået kvantitativt og systematisk i designet. Æderate er 
problematisk at karakterisere på grund af sedimentets beskaffenhed. Sulfid burde blive målt 
med en mere præcis metode, der ikke blot oplyste om tilstedeværelsen, men koncentrationen 
af sulfid.
Andre parametre viste sig at være knapt så brugbare som antaget. Tiden på at forstå teorien 
bag zeat potentiale og påbegynde en lang serie målinger i forskellig salinitet og med 
forskellige pH værdier, havde været givet bedre ud til et mere omfangsrigt 
sedimentationsforsøg. Zeta potentiale skal tages med et gran salt og må ikke direkte 
oversættes til stabilitet i suspension. Det foreslås at systematisere sedimentationsforsøg i 
relevante medier til at afgøre stabiliteten af metalliske nanopartikler. Dette kunne være 
relevant for andre små stærkt ledende nanopartikler, da zeta potentialet er svært måleligt.
Uheldigvis holdt nogle af antagelserne forsøget var designet omkring ikke til at blive testet på 
virkeligheden. Reaktionsrester - især af PVP bør fjernes ved dialyse eller lignende. 
Reaktionsrester gjorde at det eksperimentelle design ikke virkede efter hensigten. 
Dog gjorde problemerne med PVP opmærksom på en sammenhæng der var uventet og 
spændende, og som efter mit bedste vidende ikke er beskrevet i litteraturen: At PVP (og 
måske andre polymerer) forandrer strukturen i sedimentet således at biologisk relevante 
parametre påvirkes. Jeg foreslår især et forsøg der kan klarlægge om denne effekt kan opnås 
ved et lag af PVP forurenet sediment.
At kobberet fjernes ved opblanding med anaerobt sediment betyder måske også at nanokobber
sandsynligvis kan opsamles fra affaldsstrømme ved hjælp af sulfid eller ved udfældning med 
organisk materiale.
Og for at vise at jeg har lært noget i mit studie... foreslår jeg at dette forskningsområde 
opprioriteres politisk og flere penge investeres i det  :)   
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